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(Aus der Lehr- u. Forschungsanstalt fiir Wein-, Obst- u. Gartenbau, Geisenheim) 


Zur Okologie und Morphologie 
der endotrophen phycomycetoiden Mycorrhizen 


Von 
E. SIEVERS 


Mit 3 Textabbildungen 


(Hingegangen am 30. September 1957) 


Wegen der iiberaus weiten Verbreitung der endotrophen phycomyce- 
toiden Mycorrhizen im Pflanzenreich ist die Okologie dieser Mycorrhizen 
von besonderem Interesse, da sie vielleicht auch einige Aufschliisse tiber 
ihre physiologische Bedeutung — um die es ja vor allem geht — geben 
kann. 

Schon friiher hatten wir die Vermutung ausgesprochen, daf es sich 
moglicherweise bei den endotrophen phycomycetoiden Mycorrhizen mit 
Thamniskophagie (BuURGEFF 1943) trotz unterschiedlichster Boden jeweils 
nur um einen, und zwar um ein und denselben pilzlichen Symbionten 
handeln kann (StEvERS 1951, 1953). Damit waren wir der Meinung einiger 
Autoren (CAPELLETTI 1931; CiFreRRI 1928; Matan 1938; McoLucxis 
u. Burces 1932; PEYRoNEL 1922, 1923, 1924; YousrF 1948) ent- 
gegengetreten, die annahmen, da diese Mycorrhizen gleichzeitig durch 
zwei verschiedene Endophyten, einen Phycomyceten und einen Rhizoctonia- 
ahnlichen Pilz, hervorgerufen wiirden. 

Um unsere Annahme weiter zu fundieren, wurde auch Material unter- 
sucht, welches wir 1953 in Italien sammelten, da hier Untersuchungen zu 
mehreren der oben zitierten Arbeiten angestellt worden waren. Dabei 
fanden wir stets dieselbe Art der Verpilzung, wie wir sie fiir die Alliwm- 
und Solanaceen-Arten beschrieben haben. Eine zweite Infektion durch 
einen Rhizoctonia-ahnlichen Pilz konnte auch hierbei in keinem Fall fest- 
gestellt werden. Vielmehr trafen wir die typischen Mycorrhizen sogar bei 
jungen Maispflanzchen (Zea Mays L.) und bei den Trichterlilien oder 
Kraftzwiebeln (Pancratium maritimum L.) an, die wir in den Diinen von 
Tirrenia (bei Marina di Pisa) fanden. 

Es waren hier die nur oberflachlich verlaufenden und noch nicht weit 
ausgebreiteten Wurzeln des Maises, der sich durch Zufall in den Diinen 
angesiedelt hatte, unter ganz extremen Bedingungen infiziert. Denn die 
Oberflache des Sandes hatte tagsiiber (im August) eine Temperatur von 
etwa 50° C und dariiber und war daher auch auBerst trocken. 
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Die Pancratien, welche gerade in der Bliite standen, wurzelten dagegen 
sehr tief, etwa 60—80 cm, so daB hier fiir die Pilze relativ etwas gunstigere 
Bedingungen herrschten, die aber im Verhaltnis zu einem , normalen‘‘ 
Boden auch noch als abnorm bezeichnet werden mussen. 

Die Verpilzung dieser im Diinensand wachsenden Pflanzen ist deshalb 
so interessant, weil damit zum erstenmal am natiirlichen, jedoch mikro- 
klimatisch ganz extremen Standort, also in einem heifen, trockenen und 
praktisch humusfreien Sand Mycorrhizen gefunden wurden, zu deren 
Bildung man doch eine gewisse Feuchtigkeit und frither (FRANCK 1891, 
Howarp 1948, Peyronet 1940, Scuiicut 1889, SraHt 1900) humus- 
reichen Boden fiir notwendig hielt. 

Da die Mycorrhizabildung nicht von der Anwesenheit von Humus 
abhangig ist, haben schon unsere fritheren Syntheseversuche in Quarz- 
sand gezeigt (STEVERS 1951). Jedoch muB die Infektion der Wirtspflanzen- 
wurzeln durch den Symbionten noch von einigen unbekannten Faktoren 
abhangig sein, wie aus den Ergebnissen der Infektionsversuche zu schlieBen 
ist, die in Tab. 1 dargestellt sind. 


Tabelle 1. Starke der Wurzelverpilzung bei 6 Wochen alten Porreepflanzen 
durch steigende Gaben verschiedener Boden zu reinem Quarzsand 


S : 2 7 | | = | =e 
Boden | Mamiger | sunaiger | cropras, [Pusuenlaub-| aoorboden | Heldeboden| “iets 
0 — — eet s Uh Sa” [etree _- 
1 ++ + = | = + (+) ++ 
2 —(P) + (+) — |} + | + ++ 
5 ++ ee a mos et ee ne Ue 
10 ++ ++ i — e eS x +++ 
200) eee so pe SS rae rasex 
30 ++ sa Pe Sf aR Poe +++ 
50 ++ ++ +--+ — | +++ | +++ Ss 2 
100 ++ ++ ttt t | +++ | +44 | +4 


Zeichenerklirung: + bis +++ schwache bis starke Verpilzung; (+) nur sehr 
schwache Infektion im Anfangsstadium; (P) parasitische Infektion. 


Durch jede verwendete Bodenart lieBen sich Mycorrhizabildungen. er- 
reichen. Wenn die Unterschiede zwischen den einzelnen Bodenarten bzw. 
-typen in bezug auf den Grad der erreichten Verpilzung nicht sehr grok 
sind, so fallt doch der Versuch mit den steigenden Buchenlauberde-Gaben 
auf, bei dem nur in reiner Buchenlauberde eine geringe Verpilzung nach- 
zuweisen. war. 

Auf eine andere Feststellung muf hier noch eingegangen werden. Bei 
dem Versuch mit dem lehmigen Sand war bei der 2° igen Gabe keine 
Mycorrhizabildang zu beobachten. Dagegen waren die Wurzeln der 
jungen Porreepflanzen von einem Parasiten (Fusarium) befallen. Danach 
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hat es also den Anschein, was auch aus zwei anderen Versuchen, hervor- 
zugehen scheint, als ob einzelne Wurzelparasiten eine Infektion des 
Mycorrhizapilzes verhindern kénnten. Umgekehrt diirfte hieraus jedoch 
nicht gefolgert werden, daB die Mycorrhiza in der Lage sei, parasitischen 
Infektionen standzuhalten, was Howarp (1948) angibt. 

Da wir damit bisher noch keine Bodenart und keinen Bodentyp an- 
getroffen haben, in denen diese Mycorrhizen fehlten, ist anzunehmen, 
dafs ihr Endophyt ein ganz spezifischer und obligater Wurzelsymbiont 
ist, der nicht auf einzelne Wirts- 
pflanzen spezialisiert ist, sondern 
einen groBen Kreis von Pflanzen ver- 
schiedenster Familien zu infizieren 
vermag. Er ist daher auch nicht an 
bestimmte Bodenarten oder -typen 
gebunden; er ist befahigt, sich lan- 
gere Zeit ohne Wirtspflanze im Boden 
zu halten, wird aber durch diese 
angereichert. 

Zu der Meinung vom Vorhanden- 
sein nur eines Endophyten in diesen 
Mycorrhizen veranlassen uns auber Abb. 1. AuBenmycel des Mycorrhizapilzes mit 
den schon frtiher mitgeteilten Beob- septierten Anastomosen von einer Porree- 


/ : : wurzel. Wegen der im Mikroskop tiefenmibig 
achtungen folgende Feststellungen 2 weit auseinander liegenden Mycelteile konnte 


a) der ganz charakteristische Habitus keine Mikroaufnahme gemacht werden. 
‘ k S é Bei ,,#** 2 typische Hintrittsstellen in den 
dieses pilzlichen Symbionten. auBer- eraten Wutzelzelien. Eitwa 30071 


halb und innerhalb der verschiedenen 

Wirtspflanzenwurzeln und b) das weitgehende Ubereinstimmen der Mor- 
phologie der Mycorrhizen bei den Gramineen, Liliaceen, Iridaceen, Amar yl- 
lidaceen, Solanaceen, Papilionaceen u. a. 

Bei einigermaBen vorsichtigem Praparieren feiner Wurzeln stoBt 
man nicht allzu selten auf das typische AuBenmycel mit seinen Eintritts- 
stellen, wie es Abb. 1 hier von Porree und 13 von Physalis (STEVERS 1953) 
sowie 14 von der Kartoffel (Stevers 1951) zeigen: Wahrend die ,,Lauf- 
hyphen“ dieses Pilzes — auch wenn sie sich gabeln (echte Verzweigung) — 
nie Querwande besitzen, sind letztere an den Seitenhyphen meist sogar in 
recht kurzen Abstianden zu finden, die an einem nasenartigen Vorsprung 
einer Hyphe ,,hoherer Ordnung” entspringen, wo also keine echte Ver- 
zweigung vorliegt. 

Diese Art der Abzweigung septierter Hyphen mit stets kleineren 
Durchmessern als die Hyphen ,,héherer Ordnung* ist charakteristisch 
fiir diesen Endophyten, fiir dessen Innenmycel diese Beobachtung in 
gleicher Weise gilt. Daher finden sich auch innerhalb der Wurzel morpho- 


logisch so verschiedene Hyphen wie breite, knorrige, unseptierte und 
8* 
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schmale, geradwandige, septierte (siehe Abb. 2a u. b). Diese Tatsache 
wird wohl die oben zitierten Autoren zu der Annahme verleitet haben, 
diese Mycorrhizen wiirden durch zwei verschiedene Pilze verursacht. 


Abb. 2, Aufnahme eines Quetschpriiparates einer Porreewurzel mit typischem Innenmycel 
des Endophyten. a und b bei verschiedener Tiefeneinstellung des Objektivs. 
Beschreibung im Text; etwa 400:1 


Die Abb. 2a u.b zeigen Aufnahmen von einem Quetschpraparat 
einer Porreewurzel bei verschiedener Tiefeneinstellung. Auf der Abb. 2a 
kann man bei den Pfeilen ,,1‘ und ,,2‘‘ den Verlauf einer starkeren quer- 
wandlosen Hyphe beobachten. Bei dem Pfeil 3 erkennt man einen 
Vorsprung, von dem in der oben beschriebenen Weise eine Seitenhyphe 
ausgeht. Letztere besitzt in ziemlich regelmaBigen Abstaénden Quer- 
wande, auf die durch die Pfeile ,,4“ hingewiesen wird. Genau lieBen sich 
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diese Septen bei etwas tiefer eingestelltem Objektiv — hierzu Abb. 2b — 
feststellen. Die Numerierung der Pfeile erfolgte auch hier wie in der fiir 
die Abb. 2a angegebenen Weise. 

Die lange umstrittene Frage nach der Bedeutung der Vesikel dieses 
Pilzes glauben wir, wie schon Pryrone (1924) vermutete, dahingehend 
beantworten zu kénnen, da® diese Gebilde sich unter bestimmten Vor- 
aussetzungen zu Sporangien 
entwickeln. 

Im Sommer 1953 konnten 
mehrfach und vor allem in 
Wurzeln von Porree (Alliwm 
porrum L.) Vesikel angetroffen 
werden, deren granulierter In- 
halt zu vielen rundlichen 
Klumpen oder schon zu mit 
einer Membran umgebenen, 
sporen-ahnlichen Kiigelchen 
geformt war, wie es Abb. 3 
erkennen laBt. 

Da in den Jahren zuvor nie- 
mals eine solche Entwicklung 
innerhalb der Vesikel beob- r ; = 
achtet werden Konnte, wird  *?.S. Guethurtprat vou det Poor Mycota 
angenommen, daB vor allem etwas groBere, mittlere weist Cie deutliche sporen- 

: : . fbnliche Struktur seines Inhalts mit beginnender 
Klimafaktoren hierbei von Be- Membranbildung auf. Etwa 200: 1 
deutung sind, zumal auch Ge- 
wachshausversuche gezeigt haben, daB bestimmte Klimafaktoren die 
Mycorrhizabildung fordern oder hemmen konnen. 

Nach allen bisherigen Befunden erscheint nun die Annahme gerecht- 
fertigt, daB es sich bei den bisher von uns untersuchten endotrophen, 
phycomycetoiden Mycorrhizen mit Thamniskophagie um ein und den- 
selben Pilz handelt (vgl. Costantin et Macrovu 1935; Jones 1924; 
Macrov, Dovcuez et SeGRETAIN 1943; WINTER 1950). 

Es tritt hier nun die Frage auf, ob endotrophe, phycomycetoide 
Mycorrhizen mit Tolypophagie, welche bis auf die Pilzknauel (die an 
Stelle der Arbuskel gebildet werden) sehr den verbreiterteren thamnisko- 
phagen Mycorrhizen ahneln, auch durch denselben Endophyten ent- 
stehen kénnen. Das heiBt also, ob der EinfluB der Wirtspflanze auf ihren 
Symbionten so stark sein kann, um ihn zu derartig anderen Gebilden zu 
veranlassen. 

Uber diese Frage kann natiirlich nur ein Syntheseversuch mit dem 
aus den Wurzeln isolierten Pilz und thamnisko- und tolypophagen 
Wirtspflanzen Aufschlu8 geben. Da dieser Endophyt aber bisher nicht 
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isoliert und in Reinkultur gezogen werden konnte (vgl. Stevers 1951), 
kénnen vorliufig hieriiber auch nur Mutmafungen angestellt werden. 

In diesem Zusammenhang kann aber nicht unerwahnt bleiben, daf 
z. B. die Gestalt und Struktur der Vesikel in den tolypophagen Mycor- 
rhizen der Weinreben (Vitis vinifera L.), die von RivEs (1923) schon be- 
schrieben wurden, eine andere ist als die derjenigen Vesikel, die sich in 
den Wurzeln der thamniskophagen Wirtspflanzen finden. Man konnte 
daher hier vermuten, daB die tolypophagen Mycorrhizen durch einen ande- 
ren Pilz als die thamniskophagen verursacht wiirden. Die Ahnlichkeit 
beider Pilze und ihre Art des Eindringens in dieWirtswurzeln sowie die 
Art ihrer Verbreitung innerhalb der Wurzeln sprechen aber gegen eine 
solche Annahme. Und eigene Ubertragungsversuche von tolypophagen 
Wirtspflanzen auf thamniskophage und umgekehrt (siehe Tab. 2) deuten 
darauf hin, da es sich bei manchen dieser beiden phycomycetoiden 
Mycorrhizatypen um die gleichen Mycelien handeln kénnte. 


Tabelle 2. Versuche zur Ubertragung des Mycorrhizapilzes in reinem Quarzsand 


Fangpflanzen | Zwiebel Weizen Hafer Wildkartoffel 
(thamniskophag) \(All. cepa L.) | (TriticumL.) (Avena sat.1,.)|(Sol. demiss. L.) 
Infektionspflanzen | 
Porree (All. porrum L.) th, . . . «| +++ qos ae Seas ++ 
Herbstzeitlose (Colch. autumn. L.)to. = +++ apa | sea +--+ 
Immergriin (Vinca minor L.) to... ++ eats + a5 
Aronstab (Arum macul. L.) th... ++ sais ai at 


Kontrolle (ohne Jnf.-Pfl.). . 2. . — — = = 


Bemerkung: th. thamniskophage Wirtspflanze; to. tolypophage Wirtspflanze. 


Beweise stellen diese Versuche jedoch nicht dar, da sie nicht — wie 
oben gefordert — eine unter sterilen Bedingungen erzeugte Synthese von 
Wirtspflanze und Endophyt sind, sondern unter é6kologisch weitgehend 
natiirlichen Bedingungen angestellt wurden. Die Behauptung vom 
Existieren typischer Wirtspflanzenkreise (WINTER u. BrraEn 1953) 
ist daher vielleicht etwas gewagt, so daB derartige asterile Synthese- 
versuche nur als Hinweise dafiir zu werten sind, daB thamnisko- wie 
tolypophage Wirtspflanzen gleichermaBen durch dasselbe Infektions- 
material infiziert werden kénnen. 

In die gleiche Richtung weist vielleicht auch die Feststellung, daB alle 
Liliaceen phycomycetoide Mycorrhizen besitzen, von denen nur die der 
Herbstzeitlose (Colchicum autumnale L.) tolypophagen Typs sind, so da 
anzunehmen ware, daB auch letztere durch den Endophyten der tibrigen 
Liliaceen infiziert wird (vgl. Tab. 2). 

Trotzdem soll hieraus noch nicht geschlossen werden, daB beide 
Mycorrhizatypen durch denselben Pilz verursacht werden, daB also die 
Wirtspflanze die Art der Mycelverdauung bestimmt und den Pilz zur 
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Kniauel- (daher Tolypophagie) oder zur Arbuskelbildung (daher Tham- 
niskophagie) veranlaBt. Und wie schon betont, k6énnen erst einwandfreie 
Syntheseversuche endgiiltige Klarheit schaffen. 
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and the Institute of Microbiology, Uppsala 7, Sweden) 


Amino-acid Content of Leguminous Proteins as Affected 
by Genetic and Nutritional Factors. I 


By 
OLOF MELLANDER, PER ERIC NILSSON and LARS STRID 


(Eingegangen am 21. Oktober 1957) 


In an earlier communication (P. E. Nttsson and coll., 1954) the 
authors gave an account of some preliminary experiments on the in- 
fluence of genetic and nutritive factors upon the composition of legu- 
minous proteins. In these experiments the amino acid composition of the 
proteins was studied with the help of paper chromatographic analysis of 
hydrolysates from the plant material after extraction of free amino 
acids. In the present paper an account is given of quantitative amino- 
acid analysis of hydrolysates from the same plant material as in the 
earlier communication. 

That the content and composition of the individual proteins in a plant 
material and also their quantitative distribution in the total protein 
fraction occuring, may as well be a function of the conditions of culti- 
vation as a property of the variety of plant is known. A variation in the 
quantitative relations of the protein components also entails a variation 
in the total amino-acid content in so far as the components contain 
different amounts of one or several amino acids. In the earlier communi- 
cation referred to above, some investigations concerning the amino-acid 
content in a number of vegetable proteins, above all leguminous 
proteins, are briefly discussed. With reference to these studies brief 
mention may be given to some further papers throwing light upon the 
influence of different factors upon the protein synthesis in plants. 

American investigations of the composition of the protein in different varieties 
of corn afford interesting examples of the way in which the total protein in a plant 
may be changed. The studies are based upon plant breeding work resulting in a 
series of corn varieties with great differences in the protein-content (WoopWorRTH, 
Lena and JuGENHEIMER 1952). In this material Mrrcoupnt, Hammron and 
Brapius (1954) studied the amino-acid composition of the protein and found 
marked differences between the varieties. Especially pronounced was a diminishing 
content of tryptophan and lysin with a rising content of total protein in the plant 
material. This was shown to be due to the fact that with an increasing protein- 
content zein, which is very poor in tryptophan and lysin, increased proportionately 


more than other proteins. A study of vegetable proteins aiming to ascertain the 
quantitative relations between the different protein-fractions occuring in a plant 
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material thus automatically yields, in a case like this, information concerning 
changes in the content of certain important amino acids. This might also be applied 
to the study of leguminous proteins. A change in the quantitative relations of for 
example albumins and globulins in peas thus automatically implies a change in, 
inter alia, the content of lysin in the total protein in the material, since according to 
DanreLsson and Lis (1952) the lysin-content is particularly high in the albumin of 
certain pea-materials. 

Earlier investigations on the influences upon leguminous proteins of environ- 
mental factors and of certain characteristics of the plant itself are very few. We 
may adduce here an investigation by SHELDON, Biuz and ALBrRecut (1948) which 
throws light upon the influence of varying fertilization, especially with trace- 
elements, and which indicate certain differences in, inter alia, the amino-acid content 
of the lucerne proteins. They used a microbiological technique. Prennie (1956) has 
quite recently described a series of paper chromatographic analyses of amino acids 
in inoculated and non-inoculated peas, which shows certain differences in the free 
amino acids, while the proteins showed no differences worth mentioning in the 
amino-acid composition. 

RENNER, BENTLEY and McEproy (1953) have carried out analyses on a series 
of amino acids in protein from oats cultivated in soil poor in sulphur before and 
after supplementary fertilization with sulphur. The treatment resulted in a marked 
increase of leucine, isoleucine, valine, methionine and histidine in the protein of the 
crop. Mertz and Marsumoro (1956) found, on growing lucerne in a sand culture 
deficient in sulphur, a reduction in the content of protein as compared with other 
nitrogen-containing fractions. Asparagin and arginine were more concentrated in 
the water-soluble nitrogen fractions in the leaves in the sulphur deficient culture. 

It has been shown by several researchers that plant material contains considerable 
amounts of free amino acids. Extensive studies have been carried out, especially 
on leguminous plants, by MreTtInen and VirTANEN (1953) and Mrerrrnen (1955). 
The content of free amino acids and other soluble nitrogen compounds has been 
studied in other plants by, amongst others, STEWARD, ZACHARIUS and POLLARD 
(1955) and GRoBBELAAR, POLLARD and STEWARD (1955). 


It has been shown in several investigations that the quantitative 
relations between free amino acids and protein may vary. Strong 
influence is exerted by the supply of nutrients, deficiencies in a number of 
different mineral elements leading to an increase in the content of free 
amino acids in relation to the content of protein. STEINBERG (1951) has 
collected a large number of such observations. Quite recently Dmmn- 
TRIADES (1956) has described cultivations with iron deficiency, which led 
to a marked increase of the free amino acids in the plant material. The 
nutritional importance of the free amino acids is still unknown. It is 
therefore essential in studies on the nutritive value of the vegetable 
proteins to keep clearly distinct these amino acids and those contained in 
the proteins. 

As has already been mentioned, our investigations have for the time 
being been restricted to leguminous plants. The chief reason for this is the 
special position occupied by the leguminous crops through the synthesis 
of their protein on the basis of symbiotically fixed atmospheric nitrogen, 
a process of extreme general importance in the protein supply. 


110 Otor MELLANDER, PER Erto Nisson and Lars STRID: 


Methods and results 


The following plant material was analysed ; the leaves and stalks on non-inoculated 
and inoculated peas (Gyllen), leaves + stalks of non-inoculated and inoculated 
diploid red clover (Ultuna) and leaves + stalks of non-inoculated and inoculated 
tetraploid red clover (UO 36). 

Nitrogen was supplied to the non-inoculated series in the form of nitrate. All the 
plant cultures were cultivated in a greenhouse and were harvested at an early stage 
of the flowering. (For details see NILsson, KorsAN-BENGTSEN and MELLANDER 1954). 


Table 1. The content of amino-acids in hydrolysate from different materials of peas 
and red clover 


Red clover 
(leaves + stalks) 


Peas (stalks) Peas (leaves) 


Non-inocu- Non-i - | : iploi 
a iated Inoculated Pieied” | Inoculated Bey ee ee 
(nitrate) (nitrate) Ms | Bn 
g per 100 g dry | 
matter (alcohol- 
extracted) | 
Total nitrogen 0.74 1) 44 ay 238 3.4 3.6 
Protein (N+ 6.25)} 4.6 a7 | ber peewee of" re eae 
Totalamino-acids| 4.1 8.2 96 ~~) 234 2G" ean 
g amino-acid-N | 
per 100g total N : 

Aspartic acid rR OE 6.6 8.0 ee a 
Threonine 3.5 op Bey | ae 4.4 | 5 oe 42 
Serine 4.9 5.7 3.4 eu S 4.9 4.7 
Glutamic acid 5.9 5.9 6.8 | 6.0 8.2 7.0 
Proline 4.4 4.4 Coit, eeaat 4.7 4.6 
Glycine G0) | le 6.1 , 6.0 6.7 fet 
Alanine Bae lod Biola 68 6.7 7.1 
Valine 3.3 3.6 44 | 5.4 4.3 4.9 
Methionine 0.5 0.4 0.5 0.7 0.7 1.0 
Isoleucine 2.5 2.7 2.8 | 2.8 3.2 3.6 
Leucine 3.8 4.1 4.7 | 49 5.5 6.2 
Tyrosine 1.5 1.9 1 Bivede wh3 24 24 
Phenylalanine 2.1 2.2 2.2 3.5 3.3 3.2 
Histidine Sel 3.5 3.2 2.8 3.4 3.6 
Lysine 7.5 5.8 5.8 et 6.0 6.8 
Arginine ut 9.1 8.9 9.3 10.2 10.8 
NH, 20.0 21 <5 14.5 16.2 15.9 12.6 
Total amino-acid | : 

nitrogen 94.5 98.0 84.5 94.7 98.7 97.7 


The air-dried plant material was ground, extracted and hydrolyzed in accordance 
with the procedure described in the earlier communication. Amounts of the hydro- 
lysates corresponding to 0.3—0.5 mg N were measured off and applied on Dowex 50 
columns according to Moorn and STEIN (1951). The eluate was collected in a fraction 
collector and fractions of 1 ml were colorimetrically measured with ninhydrin 
according to Moore and Srern (1948) 
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The quantitative analyses of amino acids carried out are shown in 
Table 1. The result agrees in the main with the results obtained with the 
help of paper chromatography in the previous paper in this series. They 
diverge, however, from the earlier observations inasmuch as the 
difference between tetraploid and diploid red clover in respect of the 
content of arginine was here not observed. This evidently is due to 
difficulties in identification of the arginine-spot on the paper chromato- 
grams. 

It has proved that the way in which the fresh material is collected is 
of great importance for the degree of enzymatic hydrolysis after har- 
vesting. So far experiments have been carried out with reference to the 
breaking down of the carbohydrate moiety (MELLANDER, Ninsson and 
SVENNERHOLM, unpublished data). 


Summary 

Quantitative analyses have been carried out on air-dried plant 
material in respect of the amino-acid composition as a function of 
condition of cultivation and selection of variety. Arginine occurs in both 
the varieties of clover examined and not, as was earlier reported on the 
basis of the paper chromatographic analysis, only in the tetraploid 
variety. 

No pronounced differences between inoculated and non-inoculated 
plants or between genetically different clovers were demonstrated. The 
total nitrogen content was higher in the inoculated plants. 


This investigation is carried out with financial support from the Agricultural 
Research Council, the Medical Research Council and the Swedish Narural Science 
Research Council. 
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Untersuchungen zur Okologie und Bedeutung 
der Tabakmycorrhiza 


Von 
HELGE PEUSS 
Mit 22 Textabbildungen 


(Eingegangen am 16. Oktober 1957) 


A. Problemstellung und Literaturiibersicht 


Eine Verpilzung der Wurzeln mit der endotrophen Mycorrhiza tritt bei 
fast allen krautigen Pflanzen auf und ist auch auf Kulturbéden viel 
verbreiteter als man urspriinglich angenommen hatte: 


Scuiicut (1889) und STaHt (1900) stellten fest, daB eine groBe Zahl der krautigen 
Pflanzen eine endotrophe Verpilzung in ihren Wurzeln aufweisen. GALLAUD (1905), 
SaMvEL (1926), Asat (1934) und Brraer (1953) erweiterten durch ihre Unter- 
suchungen die Kenntnis iiber die Verbreitung dieses Mycorrhizatyps. 

Nach Scuuicur (1889) tritt die Mycorrhiza vorwiegend auf humusreichem 
Substrat auf, wihrend sie auf Kulturbéden stark vermindert ist. Srann (1900) fand 
die Mycorrhiza vor allem auf nahrstoffarmen Standorten. In Ubereinstimmung 
damit stellte PeyroneL (1922) auf gut gediingten Getreidefeldern nur eine sehr 
schwache Verpilzung fest. Im Gegensatz zu diesen Untersuchungen konnten aber 
Wrnter (1951), Brraen (1953) und Srevers (1953) zeigen, dali sowohl kultivierte 
Gramineen als auch viele giartnerische Kulturpflanzen eine starke Verpilzung 
unabhangig vom Bodentyp aufweisen. 

Sran folgert aus seinen Beobachtungen iiber das ausschlieBliche Vorkommen 
der Mycorrhiza auf nahrstoffarmem Substrat, da die endotrophe Mycorrhiza die 
Nahrsalzaufnahme begiinstigen miisse. Fiir die ektotrophe Baummycorrhiza hat 
diese Auffassung Srants ihre Bestaétigung gefunden, wie insbesondere durch Ver- 
suche mit Isotopen gezeigt werden konnte (KRAMER u. WiLBuR 1949, MELIN u. 
Ninson 1952, Hartey u. McCreapy 1956). Bei der phycomycetoiden endotrophen 
Mycorrhiza hat der Pilz jedoch eine geringere Verbindung zum umgebenden Sub- 
strat, so da ihm als nahrstoffiibertragendes Organ wohl kaum Bedeutung zu- 
kommt (DemErer 1923, WINTER 1951). 

GaLLauD (1905) und Demerer (1923) sind der Ansicht, daf allein der Pilz aus 
dem Zusammenleben einen Nutzen zieht. Dagegen halten Janse (1897) und 
McLennan (1926) eine mutualistische Symbiose fiir wahrscheinlicher; denn die 
Sporangiolenbildung wird meist als eine Verdauung des Pilzes von der Wirtspflanze 
gedeutet. ENDRiGKErr (1937) untersuchte bei Allium mit verschiedenen Farbstoffen 
Permeabilitét und Leitvermégen von Pilz und Pflanze. Er schlie8t aus der ver- 
mehrten Farbstoffaufnahme durch den Pilz und der Abgabe dieser Farbstoffe ins 
Cytoplasma des Wirtes, daB nur die Pflanze Nutzen aus der Wurzelverpilzung 
zieht. Kine giinstige Beeinflussung der Pflanze durch den Pilz halten auch BuTLER 
(1939) und Winer (1951) fiir méglich. Als Aquivalent fiir die entzogenen Nahrstoffe 
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soll der Pilz der Pflanze Wuchsstoffe (BuTLER) oder Wirkstoffe unbekannter Natur 
(WINTER) zur Verfiigung stellen, woraus ein Gleichgewicht zwischen den Partnern 
resultiere. 

Brreer (1953) untersuchte bei einigen girtnerischen Kulturpflanzen den Hinflu8 
der Mycorrhiza auf die Pflanzenentwicklung. Er fand bei Clematis vitalba einen 
férdernden, bei Chlorophytum comoswm einen hemmenden und bei Colchicum 
autumnale keine Auswirkung auf das Pflanzenwachstum. 

Die einzelnen Autoren beurteilen also das Pilz-Wirt-Verhaltnis in Form der 
endotrophen Mycorrhiza sehr verschieden. Das mag zum Teil darin begriindet sein, 
da®B sie mit verschiedenen Versuchsobjekten experimentierten. Man kann namlich 
nicht a priori annehmen, da8 sich die phycomycetoide Mycorrhiza bei allen Pflanzen- 
arten gleichsinnig auswirkt. Andererseits kénnen die von den genannten Autoren 
angewandten Methoden nicht zu eindeutigen Aussagen iiber die Bedeutung des 
Pilzes fiir die Wirtspflanze fiihren, da in keinem Falle verpilzte und unverpilzte 
Pflanzen unter sonst vollig identischen Bedingungen miteinander verglichen wurden. 

Hinen solchen Vergleich 1a8t wohl am ehesten die Sterilkultur zu, und man hat 
deshalb auch immer wieder versucht, Pilz und Pflanze unter sterilen Bedingungen 
aufzuziehen [BERNARD (1911), Demerur (1923), Macrou (1936), BouwEns (1937), 
MosraFa (1938), Linnecr (1938), Harrison (1955) ]. Es ist aber unwahrscheinlich, 
daB die isolierten, so unterschiedlichen Pilze (Rhizoctonia, Mucor, Pythium )innerhalb 
der Pflanze Arbuskeln, Vesikel und ein nur in Ausnahmefallen, und dann ganz 
vereinzelt, septiertes Mycel — die Kriterien der endotrophen Mycorrhiza — aus- 
bilden. Man mu8 daraus folgern, daB die isolierten Pilze nicht mit dem phycomyce- 
toiden endotrophen Mycorrhizapilz identisch sind. Es besteht ja wohl heute kaum 
mehr ein Zweifel dariiber, daB die Pilze der endotrophen Mycorrhiza in die Klasse 
der Phycomycetes und vielleicht in die Gattung der Hndogonaceae gehoren; dafiir 
spricht die Vielkernigkeit der Hyphen, das Fehlen von Querwanden und die Ahn- 
lichkeit der Vesikel mit Sporangien und Oogonien (Busicu 1913, PeyroneL 1923, 
1924; JoHANNSEN 1931; BuriEerR 1939; Mosse 1953, 1956). 

Dieser Annahme steht auch nicht die verschiedenartige Ausbildung der Mycor- 
rhiza in den Wurzeln der einzelnen Wirtspflanzen entgegen. Ahnlich wie wir es von 
parasitischen Pilzen her kennen, kénnte auch hier die morphologische Struktur des 
Endophyten unter dem Hinflu8 des jeweiligen Wirtes in gewissen Grenzen wandel- 
bar sein (GAUMANN 1946). 

PEYRONEL (1924) beschreibt als erster die endotrophe Mycorrhiza bei Nicotiana 
tabacum. Kocu (1935) und Setrt (1955) konnten diese Beobachtung bestatigen. 


Giiltige Aussagen iiber das Zusammenleben von Pilz und Pflanze, 
insbesondere tiber die Wirkung des Pilzes auf den Wirt, liegen jedoch 
nicht vor. Die — im Vergleich zur endotrophen Orchideenmycorrhiza 
(BurGEFF 1938) — geringe Mycelverbindung zwischen dem Endophyten 
und dem Boden macht es von vornherein wenig wahrscheinlich, da ihm 
als unmittelbarer Nahrstoffvermittler fiir den Wirt (WINTER 1951) 
groBere Bedeutung zukommt. Innerhalb der Wurzel besteht aber eine so 
enge Verflechtung zwischen Pilz und Wirtszellen, da eine gegenseitige 
Beeinflussung wohl anzunehmen ist. 

Durch eine sterile Aufzucht von Pilz und Pflanze wirden sich wichtige 
Erkenntnisse tiber das Pilz-Wirt-Verhaltnis gewinnen lassen, die auf 
keinem anderen Wege erlangt werden kénnen. Jedoch schien die Steril- 
kultur nicht zur Untersuchung aller Fragen des Pilz-Wirt-Verhaltnisses 
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geeignet, besonders nicht, wenn 6kologische Faktoren beriicksichtigt 
werden sollten. Es galt also, eine Methode zu finden, die unter nattr- 
lichen oder annihernd natiirlichen Bedingungen eine vergleichbare 
Aufzucht mycorrhizafreier und -haltiger Pflanzen zulieB. 

Voraussetzung fiir solche Untersuchungen war aber: 1. Die morpho- 
logische Ausbildung des Pilzes in der Wurzel und 2. den Infektionsmodus 
kennenzulernen; 3. zu kliéren, von welchen Faktoren, besonders auch 
edaphischer Art, die Mycorrhizabildung unter natiirlichen Bedingungen 
abhiingig ist. Erst dann konnte die Bedeutung des Pilzes fiir die Pflanze 
und damit das Pilz-Wirt-Verhdltnis untersucht werden. 


B. Experimenteller Teil 


I. Material und allgemeine Methoden 

1. Versuchspflanze und Pflanzenanzucht. Versuchspflanze war Nicotiana 
tabacum var. Havanna Hochzucht. Die Tabaksamen wurden in gedampfte Gewachs- 
hauserde (Mischung von Torf und Kompost 1:6) — die Dampfbehandlung reichte 
zum Abtéten der Mycorrhizakeime aus — ausgesit, die Pflanzchen in gleiche Erde 
pikiert und nach 6 Wochen als Versuchspflanzen verwendet. 

2. Versuchserde. Der verwendete Boden war, sofern nicht anders angegeben, 
ein sandiger Lehmboden. Er wurde immer vom gleichen Standort (Brachland) bis 
zur Tiefe von 18cm entnommen und wird im folgenden mit der Bezeichnung 
, standarderde“ gefiihrt. Die Erde wurde im Gewachshaus zum Trocknen aus- 
gebreitet und anschlieBend gesiebt. 

3. Allgemeine Versuchsanordnung. Die 6 Wochen alten Versuchspflanzen 
wurden, wenn nicht anders vermerkt, in 17 cm Blumentépfe (Fiillgewicht 1,5 kg 
Erde) umgepflanzt. Fiir spezielle Untersuchungen wurden glasierte KulturgefaiBe 
(System Prof. VoLk) gewahlt, um den Anspriichen, die an vergleichbare Unter- 
suchungen gekniipft sind, besser gerecht werden zu kénnen. Die Blumentépfe 
standen auf einem Untersatz und wurden je nach Bedarf 1—3 mal tiiglich von unten 
gegossen, um ein Verschlimmen der Erde zu vermeiden. Die Versuchspflanzen 
standen in einem temperierten Gewachshaus mit einer Durchschnittstemperatur 
von 18—22° C. 

4. Herstellung der Priparate. Bei Abbruch des Versuches wurden die Wur- 
zeln sorgfaltig von der Erde getrennt und unter Leitungswasser gesiubert. Von 
3 verschiedenen Stellen der Wurzel wurden Handschnitte hergestellt: a) gleich 
unterhalb des Wurzelhalses, b) in der Mitte, c) an den Wurzelenden. 

Von jeder Pflanze wurden 10—20 Praparate, je nach GréBe des Wurzelsystems, 
gemacht; ein Praparat enthielt etwa 100 Schnitte. Die Schnitte wurden in einem 
Gemisch von Methylenblau (Léffler) und Glyceringelatine nach Kaiser (Merck) im 
Verhaltnis 1:4 gefiirbt und konserviert. 

5. Verpilzungsgrad. Der Mycorrhizabefall der Pflanzen wurde mikroskopisch 
ermittelt und der Verpilzungsgrad prozentual wie folgt berechnet: 


: Zahl mye.-haltiger Schnitte - 100 
Verpilzungsgrad = ——~— ——__— — 
t 8sgray Gesamtzahl der Schnitte 


Die in den Untersuchungen zu den verschiedenen Daten als Verpilzungsgrade 
angegebenen Werte geben jeweils die durchschnittliche Verpilzung von 3 Pflanzen 
an, ermittelt aus 3000—6000 Schnitten (vgl. oben). 

6. Herstellung von Torf- und Fichtenstreuextrakten. 100 g trockener 
Torf bzw. lufttrockene Fichtenstreu wurden in 500 ml aqua bidest. 24 Std bei 
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Zimmertemperatur extrahiert, abgepreBt, filtriert und im Vakuum bei 38° C auf Ths 
der Ausgangsmenge eingeengt. 50 ml Torf bzw. Fichtenstreuextrakt entsprechen 
also den kaltwasserléslichen Substanzen von 100 g Torf bzw. Fichtenstreu. 

7. po-Werte. Der py-Wert der Standarderde betrug 6,7; der des Torfextraktes 
5,8 und der des Fichtenstreuextraktes 5,0 


IT. Morphologische Beobachtungen 
Notwendige Voraussetzung fiir alle weiteren Untersuchungen war, die 
Morphologie des Pilzes soweit zu studieren, daB man ihn in allen ,,Erschei- 
nungsformen“ eindeutig 
identifizieren konnte. 


1. Eindringen und erste 
Entwicklungsstadien 
Es gibt keine be- 

sonders pradestinierten te ‘ 

Stellen, an denen der ae ge a a 

Pilz in die Wurzel ein- MX” Me Pe 

dringt. Jede Zelle der GEE V es sae 

jingeren Wurzel kann ——— € — fg 
vom Pilz befallen wer- Abb. 2 Hintrittsstelle mit inviecte: Epidermiszelle 
den. Der Pilz kann auch TSO) 

auf der Oberflache der 

Wurzel entlangwachsen, 

und nur seine Verzwei- 

gungen dringen jeweils 
in die Wurzel ein. Eine 

Infektion durch die 

Wurzelhaare wurde nie 

beobachtet. Die Hyphen 

dringen in die erste 

Zellschicht ein und 

verknaulen sich dort ee . 5 gf 

(Abb. 1). Sobald die Hy- Abb. 2. Infizierte Epidermiszelle (Vergr. 62 

phen in die nachste ; 

Zellschicht iibergehen, beginnen sie sich nach allen Seiten zu verzweigen. 

Auch in das Zentrum hinein schreitet die Infektion fort, um endlich die 

ganze primaire Rinde bis zur Endodermis hin zu umfassen. Der Pilz 

dringt jedoch niemals in den Zentralzylinder ein, ebensowenig wird das 
meristematische Gewebe an der Wurzelspitze befallen. 
2. Hyphen 
Die Hyphen sind immer querwandlos. Der Durchmesser der Hyphen 
ist AuBerst wechselnd und betragt innerhalb der Wurzel 7 u—14 Ww. 

Durch unregelmaBige Ausbuchtungen der Wande erhalten die Hyphen ein 

charakteristisches Aussehen (Abb. 2). Die AuBenhyphen haben einen 


sk 


0mal) 
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Durchmesser von 3,5, bis héchstens 7. Unmittelbar nach ihrem Kindrin- 
gen in die Zelle betragt der Hyphendurchmesser etwa das Doppelte (Abb.3). 


3. Vesikel 

Von der zweiten Rindenschicht an beginnen Vesikel aufzutreten. Sie 
bilden sich meist intercellulir. Die Vesikel, die meist terminal an den 
Hyphen sitzen, sind rundliche bis ovale 
Anschwellungen von sehr wechselnder 
WoRBe (Abb. 4). Im Innern der 
Wurzel ist die Gr6Be der Vesikel 
wohl oft nur eine reine Raumfrage. 
Sie schwankt zwischen minimal 
35 w > 24,5 4 und maximal 77 ju + 63 Wu. 
Die AuBenvesikel sind im allgemeinen 
sehr viel gréBer und dabei nicht 
mehr langgestreckt wie in den Inter- 
cellularen, sondern rundlich (Abb. 5). 
Sie haben maximal einen Durch- 
messer von 105, der jedoch auch 

3 — nur 38 w + 30,5 wv betragen kann. 
nuaS Pindringonte Hes In derselben Pflanze k6nnen neben- 
einander Vesikel auftreten, die von 
der Mutterhyphe durch keine Querwande abgegrenzt sind und solche, die 
eine Trennwand besitzen. Unterschiedein der Plasmastruktur sind zwischen 


\ VARS 


Abb. 4. Vesikelreicher Wurzelliingsschnitt (Vergr. 215 mal) 


offenen und geschlossenen Vesikeln nicht zu beobachten. Dennoch kann 
man die Vesikel nach ihrer Struktur in 4 verschiedene Formen aufteilen : 


Untersuchungen zur Okologie und Bedeutung der Tabakmycorrhiza hilly) 


a) Vesikel mit vielen ungleich groBen Oltropfen (Abb. 6), b) Vesikel 
mit gleichmaig geformten Oltropfen innerhalb einer mitteldicken Wand 
(Abb.7), c) Vesikel mit diinnerer Wand und ganz homogenem fein- 
gekorneltem Plasma (Abb.7), 
d) Vesikel mit auffallend 
dicker Wand und 2 dunklen 
kugeligen Gebilden (Abb. 8). 
Diese 4 Vesikelformen kén- 
nen nebeneinander in der- 
selben Pflanze auftreten. Alle 
beobachteten AuBenvesikel 
gehoren zum ersten und 
zweiten Typ. 


4. Arbuskeln 

Zum Unterschied von den 
Vesikeln kommen die hau- : 
storienartigen Differenzie- Mes . : a me 
rungen der Hyphen, die GAL- Abb. 5. Aufenvesikel (Vergr. 612 mal) 
LAUD (1905) ,,arbuscules* 
nannte, lediglichintracellular 
vor. Friihestens 4 Tage nach 
dem Eindringen des Pilzes 
in die Wurzel sind die 
ersten Arbuskeln zu sehen. 
Sie konnen auer in der 
ersten Rindenschicht in jeder 
Schicht bis zur Endodermis 
auftreten. Beim Tabak treten 
hauptsachlich sogenanntezu- 
sammengesetzte Arbuskeln 
auf (,,arbuscules compo- 
sées‘‘). Die Arbuskelbildung 
setzt hierbei anden lateralen XA ee ha ’ 
Verzweigungen der Hyphen Abb. 6. Vesikel intercellular (Vergr. 612 mal) 
ein und unterbricht dadurch 
nicht das Wachstum der Hyphe, wie es bei der einfachen Arbuskelbil- 
dung geschieht (Abb. 9). Die Arbuskeln verlieren spater ihre Struktur 
und sind mikroskopisch nur noch als ungestaltete Klumpen sichtbar. 
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5. Wirkung des Pilzes auf den Inhalt der Wurzelzellen 
JANSE (1897), SarpaTa (1902), Garnaup (1905) u.a. haben immer ein 
Verschwinden der Starke aus der Wurzel bei Pilzinfektion festgestellt. 
Der Tabak zeigt im allgemeinen ein gleichartiges Verhalten, daneben 
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. . Ti 
wurden aber auch Starkekérner und Hyphen in ein und derselben Zelle 
beobachtet. Jedoch fehlte die Starke immer in den Zellen, die Arbuskeln 
fiihren. In gerbstoffhaltigen Zellen wurde nie Mycorrhiza beobachtet. 


III. Infektionsmodus 
Die systematische Stellung des endotrophen Mycorrhizapilzes ist nicht 


eindeutig geklirt, somit auchnicht seine Fortpflanzung. Es ist deshalb auch 
nur teilweise bekannt, wie der Pilz im Boden vorliegt und auf welche 


Abb. 7. Vesikel Typ b und ec (Vergr. 406 mal) 


Weise er die Pflanze infiziert. Eine exakte Klarung dieser Frage ist nur 
mit Hilfe der Isolierung des Pilzes méglich; diese gelang aber bisher 
nicht. Daher wurde versucht, aus dem Infektionsverlauf bei unsterilen, 
kiinstlich infizierten Pflanzen Riickschliisse auf den natiirlichen In- 
fektionsvorgang und auf das Verhalten des Pilzes im Boden zu ziehen. 


1. Abhingigkett von Infektionstrdgern 
Voraussetzung fiir eine Infektion ist die Existenz infektionsfahiger 
,,Pilzkeime im Boden. Die Tatsache, daB gleichzeitig entnommener 
Boden von verschiedenen Standorten eine unterschiedliche Verpilzung 
ergab, kann zuniichst auf eine nicht gleichmaBige Anhaéufung infektions- 
fahigen Materials zuriickgefiihrt werden. Diese Abhangigkeit zeigt 
besonders deutlich ein Versuch, bei dem Béden vom gleichen Standort, 
aber von unterschiedlichen Horizonten, also Erden mit unterschiedlicher 
biologischer Aktivitat, auf ihre Fiihigkeit, Mycorrhiza hervorzurufen, 
gepriift wurden. In Horizonterden vom Standort Ziilpich (siehe S. 134) 
trat die Verpilzung ein: 
A-Horizont (bis 30 cm) nach 9 Tagen 
B-Horizont (830—100 em) nach 13 Tagen 
C-Horizont (>100 em) keine Verpilzung. 
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2. Arten der Infektion 


Neben dem Stadium reinen Mycelwachstums in der Wurzel laBt sich 
eine Phase beobachten, in der der Pilz Vesikel bildet, so daB wir von 
2 Entwicklungsstadien des Mycorrhizapilzes sprechen kénnen. Es sollte 
nun untersucht werden, ob die Infektion und auch der ,». Entwicklungs- 


cyclus* des Pilzesinder 
Wirtspflanze von sei- 
nem Entwicklungssta- 
dium wahrend der In- 
fektion abhangig war. 
Hierzu wurde der Bo- 
den mit mycorrhiza- 
haltigen Wurzelstiik- 
ken infiziert, wobei der 
Pilz jeweils in einem 
anderen Entwicklungs- 
stadium vorlag. 


Die Tabakpflanzen wur- 
den in sterilisierter Erde 
gezogen. Um das infek- 
tionsfahige Material in 
engen Kontakt mit den 
Wurzeln zu bringen und 
um gleichzeitig eine nor- 
male Ernahrung der Pflan- 
ze zu sichern, wurde das 
Wurzelsystem der Pflanze 
so geteilt, daB eme Halfte 
in einem Zentrifugenrohr- 
chen, in dem die Erde mit 
verpilzten Wurzelstiicken 
gemischt war, die andere 
Halfte in der freien Erde 
lag. 

a) Infektion mit jungen 
Wurzeln ohne Vesikel 

Schon nach 4 Tagen 

zeigtendie Wurzeln, die 


innerhalb des Zentri- 
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Abb. 8. Vesikel Typ d (Vergr. 787 mal) 


fugenrohrchens wuchsen, eine Verpilzung mit der endotrophen Mycorrhiza. 
Diese Infektion lie sich mikroskopisch beobachten: Zwischen den 
pilzhaltigen Wurzelstiicken und den lebenden Wurzeln bestanden Mycel- 
verbindungen, und man konnte diese Mycelien eindeutig als den My- 
corrhizapilz erkennen: 1. zeigten die Hyphen nach dem Eintritt in die 
Wirtszelle die typische Knauelung in der Epidermiszelle, 2. konnte man 


Q* 
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bei vorsichtiger Priparation das Auswachsen aus dem W urzelstiick, das 
Heritberwachsen des Mycels und den Eintritt dieser Hyphen in die 
Wirtszelle beobachten. In sehr groBer Zahl wuchsen die Hyphen aus dem 
tewebestiick aus und befielen die Pflanze (Abb. 10). 
Zuerst konnte man nur ein Auswachsen an den Schnittflachen be- 
obachten und spater nach dem Zerfall der primaren Rinde auch ein 


a Be 


Abb. 10. Kiinstliche Infektion mit mycorrhizahaltigem Wurzelstiick (Vergr. 88 mal) 


allseitiges. Daneben gab es immer noch Wurzelstticke, die nur an den 
Enden Pilzmycel erkennen lieBen, ein Umstand, der wahrscheinlich auf 
der unterschiedlichen Verrottung beruhte. 

b) Infektion mit Wurzeln, in denen die Vesikelbildung abgeschlossen war 

Die Infektion verlief hier ganz andersartig als in den Versuchen, in 
denen jiingere Wurzelstiicke zur Infektion verwendet wurden. Die 
Wurzeln waren nach 8 Tagen infiziert. Die Infektion erfolgte weniger 
durch Uberwachsen von Pilzmycel, sondern hauptsichlich durch aus- 
keimende Vesikel. Auch auferhalb der Wurzel wurden Vesikel be- 
obachtet mit Mycel, welches die Wirtszellen infizierte. Es besteht wohl 
kein Zweifel dariiber, daf die Vesikel wirklich zur phycomycetoiden 
endotrophen Tabakmycorrhiza gehéren (Abb. 11 u. 12). Innerhalb der 
Wirtspflanze setzt dann die Vesikelbildung nach 7—10 Wochen ein. 

Die Infektion einer Pflanze kann also durch Auswachsen. von Pilzmycel 
und durch auskeimende Vesikel erfolgen. Letztere Art der Infektion wird 
unter nattirlichen Bedingungen die wichtigste und haufigste sein; denn 
die Vesikel, dic auch von anderen als Dauerorgane angesehen werden, 
sind auf Grund ihrer Struktur nach dem Absterben der Wurzel gegen 
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ungunstige Umwelteinfliisse geschiitzter als das Mycel. Dafiir spricht 
auch die Beobachtung, daB nicht selten auBerhalb der Wurzel Vesikel 
gefunden wurden, deren Verbindung zum Innenmycel klar erkennbar 
war und von denen die Infektion offensichtlich ausgegangen war. Diese 
Tatsache stimmt mit den Befunden von Busicu (1913), PeyRonEL (1923) 
und vor allem Mosse (1956) iiberein, die bei Fragaria vesca die Infektion 
mit isolierten Vesikeln im Boden mit Erfolg durchfithrte. 


Abb. 11. Mycorrhizahaltige Wurzel mit Abb. 12. Infizierende Hyphe mit Vesikel 
AuBenmycel und AuBenvesikeln (Vergr. 612 mal) 
(Infektionsversuch; Vergr. 205 mal) 


Die Infektion ist also vom Entwicklungsstadium des Pilzes weitgehend 
unabhangig. Dagegen wird der ,,Entwicklungscyclus“ des Pilzes in der 
Pflanze davon beeinfluBt, wie die unmittelbar nach erfolgter Infektion 
mit vesikelreichen Wurzelstiicken einsetzende Vesikelbildung zeigt (siehe 
Versuch b). Das bedeutet, daB die Vesikelbildung nicht nur vom Zustand 
der Wirtspflanze abhingig ist, sondern ihr wohl eine endonome Rhythmik 
des Pilzes zugrunde liegt. 

In der Natur wird also die Infektion auf mindestens zweierlei Weise 
erfolgen. Es war nun weiter zu priifen, von welchen Faktoren die Infek- 
tion beeinflu8t werden kann und ob die gefundenen Infektionsarten auch 
unter sterilen Bedingungen durchzufiihren waren. 


IV. Der HinfluB ékologischer Faktoren 
auf den Verpilzungsverlauf 
Die Infektion einer Wirtspflanze durch den Pilz hangt in entscheiden- 
dem Umfange von 6kologischen Bedingungen ab. Bei den Wechsel- 
beziehungen, die zwischen Wirt, Pilz und Umwelt bestehen, andern 
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Pflanze und Pilz ihr Verhalten zueinander, wenn ihre Lebensbedingungen 
andere werden. Da insbesondere die Bedeutung der Wurzelverpilzung am 
natiirlichen Standort geklirt werden sollte, war zunachst zu priifen, wie 
weit der Verpilzungsgrad durch Umweltfaktoren variiert werden konnte. 
Hat nimlich die Mycorrhiza bzw. der Verpilzungsgrad einen EinfluB auf 
die Entwicklung der Wirtspflanze, dann war anzunehmen, das dieser 
Effekt je nach der Mycorrhizaentwicklung schwanken wiirde. 

Nun konnten die vorliegenden Untersuchungen, wenn die Verhaltnisse 
kontrollier- und vergleichbar sein sollten, nur im Gewachshaus durch- 
gefiihrt werden. Hier liegen aber andere Wachstumsbedingungen als im 
Freiland vor. Da nach der Ansicht verschiedener Autoren (STAHL 1949, 
Stevers 1953) die Mycorrhiza im Gewéichshaus schwacher ausgebildet 
wird, sollten vergleichende Untersuchungen tiber den Verpilzungsverlauf 
im Freiland und im Gewachshaus angestellt werden. 


1. Verpilzung im Gewdchshaus und Freiland 


Der Verpilzungsverlauf im Freiland (Brachland) wurde mit dem im 
Gewiichshaus und Frithbeet verglichen, um von den im Gewachshaus 
gewonnenen Ergebnissen gegebenenfalls auf Freilandverhaltnisse schlieBen 
zu konnen. 


Die Gewachshaus- und Frithbeetpflanzen wuchsen im gleichen Boden wie die 
Freilandpflanzen, jedoch in Topfen, die regelmaBig begossen wurden. In dieser 
Versuchsanordnung konnte sich neben unterschiedlicher Temperatur, Luftfeuchtig- 
keit und verschiedenen Lichtverhaltnissen spater auch ein eventueller Nahrstoff- 
mangel bei den Topfpflanzen auswirken (Methodik siehe S. 114). Versuchszeit: 
16. 6.—11. 8. 1955. 

Im Gewachshaus und Freiland waren die Pflanzen nach 8 Tagen, im 
Frihbeet erst nach 14 Tagen verpilzt (Abb. 13). Die weitere Verpilzung 
verlief im Freiland und im Gewachshaus annahernd gleichartig. Der Ver- 
pilzungsgrad nahm bis zum 28. 7. etwa gleichférmig zu, um dann nach 
einem Abfall wieder anzusteigen. Die Endverpilzung betrug im Gewachs- 
haus 86° und im Freiland 80°,. Die Friihbeetpflanzen zeigten auch einen 
kontinuierlichen Anstieg der Verpilzung, jedoch blieb die Endverpilzung 
(59°) weit hinter der der anderen Pflanzen zuriick. Die gréBte Vesikel- 
dichte wurde im Freiland und im Gewichshaus zur gleichen Zeit beob- 
achtet (4. 8.). Die Friihbeetpflanzen zeigten nur vereinzelte Vesikel. Der 
Verpilzungsverlauf im Gewiichshaus unterschied sich von dem im Frei- 
land nicht. Bei beiden setzte die Verpilzung gleichzeitig ein, und der 
Anstieg des Verpilzungsgrades zeigt, da’ das Mycel bei ihnen im Laufe 

, a . . 
der Zeit auf das ganze Wurzelsystem iibergegriffen hatte. 

Zur Erklarung des unterschiedlichen Verpilzungsgrades zwischen Ge- 
wachshaus und Freiland einerseits und Frithbeet andererseits ist folgendes 
zu beriicksichtigen: Die Gewéichshaus- und Freilandpflanzen waren er- 
heblich gr6Ber als die Frithbeetpflanzen. Der Unterschied zwischen Ge- 
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wachshaus und Friihbeet — beide Versuchsreihen standen in Topfen — 
ist wohl auf eine giinstigere Temperatur und die gleichmaBigere Wasser- 
versorgung im Gewachshaus zuriickzufiihren. Die bessere Entwicklung 
der Freilandpflanzen erklart sich aus der gréBeren Ausdehnung des 
Wurzelsystems und der damit verbundenen besseren Nahrstoffversorgung. 
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Abb. 13. Verpilzungsverlauf bei Tabakpflanzen im Freiland, Friihbeet und Gewichshaus. 
Die Pfeile bedeuten gréBte Vesikeldichte 


Unter den giinstigeren Gewachshausbedingungen wirkte sich ein vielleicht 
vorhandener Nahrstoffmangel im Topf weniger aus. 

In diesem Versuch besteht also ein Zusammenhang zwischen dem 
Pflanzenwachstum und dem Verpilzungsgrad. Es ist nun wenig wahr- 
scheinlich, daB die das Wachstum giinstig bzw. ungtinstig beeinflussenden 
Faktoren auch direkt die Pilzentwicklung gefordert bzw. gehemmt haben. 
Analog zu anderen Versuchen kann vielmehr angenommen werden, dab 
beiden starker wachsenden Pflanzen dem Pilz mehr Assimilationsprodukte 
zur Verftigung standen. 

Vergleicht man den Verpilzungsverlauf im Zusammenhang mit der 
Vesikelbildung, so wird bei Einsetzen der Vesikelbildung der Kurven- 
verlauf flacher, und der Verpilzungsgrad nimmt bei groBter Vesikeldichte 
sogar ab (vgl. Abb. 13, Pfeile). Diese Verminderung kann dadurch erklart 
werden, daB der Pilz gréBere Nahrstoffmengen in die Vesikel einlagert 
(siehe S. 117). Hierbei werden Nahrstoffe festgelegt, die dem Pilz zur 
Weiterentwicklung seines Mycels zunachst nicht zur Verfiigung stehen. 
In den Frithbeetpflanzen blieb die Vesikelbildung gering, dementsprechend 
verringerte sich auch hier der Verpilzungsgrad nicht. 


2. Jahreszeiten 
Zur Priifung der jahreszeitlichen Schwankungen des Verpilzungsverlaufs 
wurden im Frithjahr, Sommer und Herbst die Verpilzungsgrade bestimmt. 
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Die Versuche wurden nur im Gewachshaus durchgefiihrt, da, wie oben gezeigt 
wurde, die Verpilzung im Gewachshaus und Freiland gleichartig verlauft und der 
Tabak im Friihjahr und Herbst nur im Gewachshaus gezogen werden konnte 
(Methodik siehe S. 114). Versuchszeit: 21. 3.—23. 5. 1956, 16. 6.—11. 8. 1955, 
14. 9.13. 11. 1956. 

Die Verpilzung nahm zu den verschiedenen Jahreszeiten jeweils einen 
anderen Verlauf. Im Frithjahr stieg die Verpilzung anfangs schnell an 
und hatte nach 14 Tagen schon einen Wert von 45%, erreicht (siehe 
Abb. 14). Die Verpilzung nahm dann nur langsam zu. Nach 8 Wochen 
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Wochen nach Versuchsbeginn 


Abb. 14. Verpilzungsverlauf bei Tabakpflanzen zu verschiedenen Jahreszeiten 
in Standarderde 


war die héchste Verpilzung mit 85°% erreicht. Die Endverpilzung betrug 
79% (Vesikelbildung). Im Sommer war die Verpilzung zunichst geringer 
als im Friihjahr, die maximale Verpilzung aber etwa gleich. Im Herbst 
verpilzten die Pflanzen in den ersten Wochen zunichst sehr langsam. 
Erst nach 3 Wochen erfolgte ein schnellerer Anstieg. Die maximale Ver- 
pilzung betrug 61°, die Endverpilzung 59%. 

Der Verpilzungsgrad und der Verpilzungsverlauf sind also von den 
Jahreszeitenabhangig. Inder Hauptvegetationszeit verpilzten die Pflanzen 
am intensivsten. Die schwachere Verpilzung im Herbst steht im Einklang 
mit den Beobachtungen von Sant (1949), Srevers (1953), Brreen (1953), 
die im Winter im Gewiichshaus tiberhaupt keine mycorrhizahaltigen 
Pflanzen aufziehen konnten. Die genannten Autoren fiihren diesen Be- 
fund auf den geringeren Lichteinfall zuriick. Unter dieser Voraussetzung 
war also eine verminderte Verpilzung zu erwarten, wenn kiinstlich die 
Lichtintensitat bzw. die assimilierende Fliche vermindert wurde. Dazu 


wurden Versuche im Lichtkasten und solche mit entblitterten Pflanzen 
durchgefiihrt. 


Untersuchungen zur Okologie und Bedeutung der Tabakmycorrhiza 125 


3. Pflanzenzustand 
a) Lichtkasten 

Der Verpilzungsverlauf von Tabakpflanzen wurde a) unter einem Lichtkasten 
(Gast 1936) bei 50% Lichteinfall und b) bei Pflanzen ermittelt, die zwar unter 
vollem Licht standen, deren Blatter jedoch bis auf die obersten laufend entfernt 
wurden. Die Kontrollpflanzen blieben unbehandelt. Die Versuche wurden im 
Gewachshaus durchgefiihrt (Methodik siehe S. 114). Versuchszeit: 13.7. bis 
23. 9. 1955. 

Sowohl die Lichtkasten- als auch die entblatterten Pflanzen verpilzten 
erheblich geringer als die Kontrollpflanzen. Die Endverpilzung (nach 
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Abb. 15. Verpilzungsverlauf bei Lichtkastenpfilanzen, 
entblatterten sowie unbehandelten Pflanzen 


10 Wochen) betrug bei den entblatterten Pflanzen 15°% und im Licht- 
kasten 31°, gegeniiber 85°% bei den Kontrollpflanzen (Abb. 15). Die 
Mycorrhiza hat sich also in den Pflanzen, deren Assimilationsleistung, sei 
es durch verminderten Lichteinfall, sei es durch verminderte Assimila- 
tionsflache, herabgesetzt war, merklich weniger ausgebreitet als in den 
normal gezogenen Kontrollpflanzen. Wir finden hier also eine Parallele 
zu den geringen Verpilzungsgraden der im Herbst (siehe 8. 124) und im 
Frihbeet (siehe S. 122) gezogenen Pflanzen. Infolge der herabgesetzten 
Assimilation hatten die Lichtkastenpflanzen und entblatterten Pflanzen 
kaum Starke in ihren Wurzeln gespeichert. Man darf aus diesen Ergeb- 
nissen. wohl folgern, daB das fast vollstandige Fehlen von Speicherstoffen 
in den Wurzeln, ein begrenzender Faktor fiir die Ausbreitung des Pilzes 
war. 
b) Alter der Pflanze 

Wenn diese Uberlegungen richtig waren, so mufte eine mycorrhizafrei 
aufgezogene ausgewachsene Pflanze viel intensiver verpilzen als junge 
Pflanzen, da die alteren schon groBe Mengen von Assimilationsprodukten 
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in ihren Wurzeln gespeichert haben. Es konnte jedoch méglich sein, daf 
andere Faktoren das Ergebnis stérten, so vor allem die zum Teil recht 
fortgeschrittene Verholzung in alteren Wurzeln. 

Der Verpilzungsverlauf von 19 Wochen alten Tabakpflanzen wurde mit dem von 
6 Wochen alten Pflanzen verglichen. Versuchszeit: 14. 9.—16. 11. 1956. 

Der Verpilzungsgrad der jungen Pflanzen lag wesentlich héher als der 
der ausgewachsenen. 

Zur Erklarung dieses Ergebnisses ist zu beriicksichtigen, daB wohl u. a. 
durch die Verholzung der Wurzeln dem Pilzbefall und der -ausbreitung 
ein mechanischer Widerstand entgegengesetzt wurde. Vergleicht man 
namlich die jiingeren Wurzeln der ausgewachsenen Pflanzen mit denen 
der jungen Pflanzen, so war der Verpilzungsgrad der ausgewachsenen 
Pflanzen sogar noch hodher. Diese relativ stérkere Verpilzung der aus- 
gewachsenen Pflanzen wurde auch dadurch sichtbar, daf der Pilz die 
ihm zur Verfiigung stehenden Wurzelteile viel schneller und intensiver 
als in den jungen Pflanzen durchdrang — die Myceldichte kann im 
Verpilzungsgrad nicht erfaBt werden. Es zeigt sich also, dab 
die Ausbreitung der Mycorrhiza innerhalb der Wurzeln erleichtert 
wird, wenn der Pflanze geniigend Assimilationsprodukte zur Verfiigung 
stehen. 

Die Vesikelbildung setzte bei beiden Pflanzenarten zum gleichen Zeit- 
punkt ein. Der gleichzeitige Beginn der Vesikelbildung bei alten und 
jungen Pflanzen deutet wiederum an, daf die Vesikelbildung vom Zustand 
der Wirtspflanze weitgehend unabhangig ist. 

Fassen wir noch einmal zusammen: Die Verpilzung der Tabakpflanzen 
durch die Mycorrhiza ist im Spiitfriihjahr und Sommer am stirksten. Dabet 
ist es gleichgiiltig, ob die Pflanzen im Gewichshaus oder Freiland gehalten 
werden. Unter Gewtichshausbedingungen verpilzt der Tabak im Herbst und 
Winter weniger als zu den anderen Jahreszeiten. Diese Verminderung steht, 
wire der Lichtkastenversuch, V ersuche mat entblitterten Pflanzen sowie Pflanzen 
verschiedenen Alters zeigen, im Zusammenhang mit der herabgesetzten Assi- 
milationsleistung der Pflanze. 


4, Modellbéden 


Die in den Versuchen mit verschiedenen Béden gefundenen unter- 
schiedlichen Verpilzungsgrade waren vor allem auf eine ungleichmaBig 
starke Anhiaufung des infektionsfahigen Materials in den einzelnen Boden- 
arten zurtickzufiihren (siehe 8. 118). Nun ist aber anzunehmen, da® dar- 
uber hinaus auch biologische, physikalische und chemische Faktoren im 
Boden die Infektion und die Ausbreitung des Pilzes in der Wirtspflanze 
beeinflussen kénnen. 

Ks lag nun aber nahe, im Hinblick auf die Wechselwirkungen, die 
haufig zwischen Bodenpilzen und Humusgehalt des Bodens zu beobachten 
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sind, mit Hilfe zweier extremer Humus- bzw. Rohhumustypen, namlich 
_ Torf und Fichtenstreu, die Bedeutung der organischen Substanz im 
Boden aufzuzeigen. 

Besonders eingehend wurden solche Verhiltnisse bei pathogenen Organismen 
untersucht. So ist z. B. Weizen auf sandigem Boden besonders durch Ophiobolus 
graminis gefahrdet, kolloid- und humusreiche Béden besitzen dagegen eine aus- 
gepragte Schutzwirkung gegen das Auftreten der Krankheit (Morrrz 1931, WINTER 
1940). Diese Schutzwirkung kann einmal die saprophytische Phase des pathogenen 
Parasiten, zum anderen auch seine parasitische Phase umfassen, d.h. entweder 
wird der Pilz schon auBerhalb der Pflanze in seiner Entwicklung gehemmt; zum 
anderen besteht auch die Moéglichkeit, daB sich auf verschiedenem Milieu die 
Reaktionslage der Pflanze gegeniiber dem Pilz verandert. 

Eine Beeinflussung der ,,saprophytischen‘‘ Phase wiirde also fiir die 
endotrophe Mycorrhiza einen verdnderten Infektionsbeginn, die der 
,parasitischen** Phase dagegen einen anderen Verpilzungsverlauf zur 
Folge haben. 

Es wurde die Verpilzung in Modellbéden, die aus Mischungen von 
Mineralbéden mit Torf bzw. Fichtenstreu hergestellt wurden, gepriift. 


a) Torf 

Der Gehalt des Bodens an organischen Substanzen wird durch Torf- 
zusatz erhoht. Es ist bekannt, daB der Torf eine Reihe pflanzenphysio- 
logisch wirksamer Substanzen enthalt (FLaia 1953, Nia@emMANN 1955). 
ScuaFFnir (1953) fand, daB Sphagnumtorf sowohl durch biotische als 
auch durch abiotische Faktoren Roggenkeimlingen einen starken Schutz 
gegen die vom Boden her erfolgende Infektion mit Fusarium nivale 
verleiht. 


«) Torfbeimischung: Sphagnumtorf wurde mit Standarderde in dem Volumen- 
verhaltnis 0:10, 1:10, 1:9, 1:7, 1:5, 1:4, 1:2, 1:1, 1:0,5 gemischt, mit Tabak 
bepflanzt (Methodik siehe S. 114) und die Verpilzung beobachtet. Versuchszeit: 
30. 3.—8. 6. 1955. 


Der Infektionsbeginn war von der Hohe der Torfbeimischungen ab- 
hangig: Je hdher der Torfanteil war, um so spater setzte die Verpilzung 
ein. 14 Tage nach Versuchsbeginn waren nur die Pflanzen verpilzt, die in 
Bodengemischen mit 20% Torf und weniger standen. Nach 4 Wochen 
betrug der Verpilzungsgrad in der Versuchsreihe mit dem héchsten Torf- 
zusatz (67°%) erst 2%. In den darauffolgenden Wochen nahm die Ver- 
pilzung bei den Pflanzen, deren Infektionsbeginn verzdgert war, sehr 
schnell zu, so da® bei Versuchsende in allen Gemischen eine gute End- 
verpilzung festzustellen war (Abb. 16). 

Bevor dieser hemmende Effekt des Torfes auf die Infektion gedeutet 
werden konnte, muBten folgende Fragen geklart werden: 1. Beruhte die 
Wirkung auf einer einfachen Verdiinnung der pilzhaltigen Standarderde, 
oder wurde 2. die Pflanze durch den Torf voriibergehend resistent gegen- 
iiber dem Pilz? 3. Konnte die verzégerte Infektion allein durch die 
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Verinderung der physikalischen Struktur durch die Torf beimischung 
erklart werden, oder wurde 4. die Pilzentwicklung durch Substanzen aus 
dem Torf hemmend beeinfluBt ? 

ad 1. Um zu klaren, ob es sich um einen reinen Verdiinnungseffekt 
handelte, wurde Standarderde mit Quarzsand verdinnt. 
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Abb. 16. Verpilzungsverlauf bei Tabakpflanzen in Standarderde-Torf-Gemischen 
verschiedener Mischungsverhialtnisse 
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Abb. 17. Verpilzungsverlauf bei Tabakpflanzen in Standarderde-Sand-Gemischen 
verschiedener Mischungsverhiiltnisse 


Die Verdiinnungen wurden wieder im Volumenverhiltnis 0:10, 1:7, 1:4, 1:0,5 
hergestellt (Methodik siehe 8S. 114). Versuchszeit: 17. 5.—5. 7. 1955. 


Nach 14 Tagen trat in allen Verdiinnungsstufen eine Verpilzung auf. 
Sie war um so gréBer, je héher der Erdeanteil war (Abb. 17). Der weitere 
Infektionsverlauf 1a8t sich nicht mit dem im Torf vergleichen, da der Ver- 
such zu einem anderen Zeitpunkt angesetzt wurde und die Versuchsdauer 
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kiirzer war. Wesentlich war aber, daB® der Infektionsbeginn unabhangig 
von der Konzentration der Standarderde war. Die bei Torf beimischung 
auftretende Infektionsverzégerung war also kein reiner Verdiinnungseffekt. 

ad 2. Die Frage, ob die Pflanze im Torf voritbergehend gegeniiber dem 
Pilz resistent wird, wurde in folgendem Versuch geklart: 

6 Wochen alte Tabakpflanzen wurden 8 Wochen lang in Torf gezogen und dann 
in Standarderde umgepflanzt. 

Wenn die Pflanze im Torf gegeniiber dem Pilz resistent geworden ware, 
hatte man erwarten kénnen, daB der Verpilzungsbeginn verzégert wiirde. 
Die Verpilzung verlief jedoch normal. Schon nach 14 Tagen war eine 
Verpilzung von 25% erreicht. Es kann sich also nicht um eine Resistenz- 
erscheinung handeln. 

B) Torfextrakt: ad 3 und 4. Mit der Torfbeimischung zu Mineral- 
boden veranderten wir auch seine physikalische Struktur und steigerten 
insbesondere damit das Wasseraufsaugungsvermégen des Bodens. 


Um einen Einflu8 solcher Faktoren auf den Verpilzungsverlauf auszuschalten, 
wurde Standarderde mit Torfextrakt (siehe S. 114) behandelt. Mit dieser Versuchs- 
anordnung konnte gleichzeitig auch ein méglicher HinfluB wasserléslicher Stoffe 
aus dem Torf erfaBt werden. Je 2 kg Standarderde wurden in glasierte KulturgefaBe 
(System Prof. Voix) gefiillt und mit 


200 ml Torfextrakt + 0 ml Leitungswasser 
100 ml Torfextrakt + 100 ml Leitungswasser 
50 ml Torfextrakt + 150 ml Leitungswasser 
25 ml Torfextrakt + 175 ml Leitungswasser 
0 ml Torfextrakt + 200 ml Leitungswasser 


zu Versuchsbeginn begossen. Im weiteren Verlauf wurde die Bodenfeuchtigkeit mit 
Leitungswasser konstant gehalten. Versuchszeit: 20. 4.—22. 6. 1955. 

Analog zu den Standarderde-Torf-Gemischen ergab sich auch hier eine 
Abhangigkeit des Infektionsbeginns von der Menge des zugegebenen 
Torfextraktes. Die mit hohen Extraktkonzentrationen behandelten 
Pflanzen verpilzten spater (Abb. 18). 

Die verzégerte Infektion bei den in Torf-Erde-Gemischen wachsenden 
Pflanzen beruht also weder auf einer Verdiinnung des infektionsfaéhigen 
Materials, noch auf Resistenzerscheinungen, noch kann sie allein mit 
einem Einflu8 der veradnderten physikalischen Struktur des Bodens er- 
klart werden. Die Ergebnisse des Extraktversuches zeigen vielmehr, daf 
hier eine Interferenz wasserldslicher Wirkstoffe aus dem Torf vorliegt. 
Diese Substanzen hemmen die Entwicklung des Pilzes auBerhalb der 
Pflanze, denn nur der Zeitpunkt der Infektion ist verzégert. Nach erfolg- 
ter Infektion breitet sich der Endophyt normal in der Wurzel aus. Die 
Natur und der Wirkungsmechanismus der hemmenden Stoffe wurde nicht 
niher untersucht; denn es kam vor allem darauf an, die verschiedenen die 
Mycorrhiza beeinflussenden Faktoren zu erkennen, um die Bedeutung des 
Pilzes fiir die Wirtspflanze — unter bekannten Bedingungen — zu klaren. 
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b) Fichtenstreu 
Nach den Beobachtungen iiber den hemmenden Einflu8 des Torfes 
baw. Torfextraktes auf den Mycorrhizabefall sollte nun untersucht wer- 
den, ob die Verpilzung durch bestimmte Wirkstoffsysteme im Boden 
auch stimuliert werden konnte. MEtrn (1946) zeigte, daB Laubstreu- und 
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Abb. 18. Verpilzungsverlauf bei Tabakpflanzen in Standarderde 
mit verschieden hohen Torfextraktzusitzen 
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Abb. 19. Verpilzungsverlauf bei Tabakpflanzen in Standarderde-Fichtenstreu-Gemischen 
verschiedener Mischungsverhiltnisse 


Fichtenstreuextrakte Stoffe enthalten, die das Wachstum vieler Hymeno- 


myceten und auch Phycomyces-Arten in bestimmten Konzentrationen 
fordern. 


a) Fichtenstreubeimischung. Standarderde und Fichtenstreu wurden im Vo- 
lumenverhaltnis 0:10, 1:10, 1:9, 1:7, 1:5, 1:3, 1:2, 1:1 gemischt und mit Tabak 
bepflanzt (Methodik siehe S. 114). Versuchszeit: 26. 7.—27. 9. 1955. 
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Die Pflanzen mit hohem Fichtenstreuanteil verpilzten langsamer und 
_ weniger stark als die iibrigen (1:1—1:5), ohne da& der Infektions- 
beginn — im Gegensatz zum Torf — verzégert war. Die Verpilzung in der 
Konzentration 1:7 lag dagegen zu jedem Zeitpunkt des Versuchs 
oberhalb der Kontrolle (Abb. 19). 

Die Wirkung der Fichtenstreu auf den Verpilzungsgrad ist also konzen- 
trationsabhangig. Nur in hohen Konzentrationen wird er vermindert, in 
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Abb. 20. Verpilzungsverlauf bei Tabakpflanzen in Standarderde 
mit verschieden hohen Fichtenstreuextraktzusatzen 


eroBerer Verdiinnung dagegen kann die Verpilzung stimuliert werden. 
Es muB aber auch beriicksichtigt werden, daB die physikalische Struktur 
des Bodens durch die Fichtenstreubeimischung verdndert wurde. Um 
diesen Faktor zu eliminieren, wurden analog zu den Torfextrakten auch 
Versuche mit waiBrigen Fichtenstreuausztigen durchgefihrt. 

B) Fichtenstreuextrakt. Die Pflanzen standen wieder in Standarderde, die zu 
Versuchsbeginn mit 


200 ml Fichtenstreuextrakt + 0 ml Leitungswasser 
100 ml Fichtenstreuextrakt + 100 ml Leitungswasser 
50 ml Fichtenstreuextrakt + 150 ml Leitungswasser 
25 ml Fichtenstreuextrakt + 175 ml Leitungswasser 
0 ml Fichtenstreuextrakt + 200 ml Leitungswasser 


begossen wurden. Im weiteren Verlauf wurde die Bodenfeuchtigkeit mit Leitungs- 
wasser konstant gehalten. Versuchszeit: 25. 8.—13. 10. 1955. 

Auch in diesen Versuchen ergab sich eine Abhangigkeit des Verpilzungs- 
verlaufs von der Menge des zugegebenen Fichtenstreuextraktes. Bei fast 
gleich starker Anfangsverpilzung breitete sich die Mycorrhiza bis zum 
Versuchsende in den Pflanzen, die die grdBten Extraktmengen erhielten, 
schneller aus als in den Kontrollpflanzen und in den nur mit 25 ml Extrakt 
begossenen Pflanzen (siehe Abb. 20). Die Mycorrhizaentwicklung wird also 
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durch die Fichtenstreu bzw. den Streuextrakt stimuliert. Es kann sich 
hier nur um den Einflu8 von wasserléslichen Stoffen aus der Fichtenstreu 
handeln, da die anderen Faktoren (siehe S. 127 ff.) durch die letzte Ver- 
suchsanordnung ausgeschaltet waren. 

Die Wirkung der Fichtenstreu auf den Pilz kann zunachst dadurch 
erklart werden, daB die Entwicklung der Infektionstrager im Boden 
geférdert und somit die Wurzel zahlreicher infiziert wird. Es ware aber 
auch denkbar, da® komplizierter gebaute Stoffe aus der Fichtenstreu in 
der Pflanze aktiv werden und die Mycelentwicklung innerhalb der Wurzel 
direkt oder indirekt iiber eine verdnderte Reaktionslage der Pflanze 
fordern. BLANCHARD (1951), Brran (1951) und WinTER (1951) konnten 
namlich zeigen, daB héhere Pflanzen hochmolekulare organische Sub- 
stanzen aus natiirlichen Boden aufnehmen und da solche Stoffe auch 
noch in den oberirdischen Pflanzenteilen unverandert vorliegen. 

Diese Alternative ware nur durch Auszahlen der Eintrittstellen zu 
klaren, das st6Bt jedoch auf groBe methodische Schwierigkeiten. Der 
Boden spielt also nicht nur als Triger infektionsfihigen Materials fiir die 
Mycorrhizaausbildung eine Rolle, sondern es muB auch, wie die Modell- 
bédenversuche zeigen, mit einem EHinfluB edaphischer Faktoren auf die 
Infektion und die Pilzausbreitung im Wirt gerechnet werden. Dieser Einflup 
kann ein hemmender (Torf) oder auch ein fordernder (Fichtenstreu) sein. 


V. Versuche zur Sterilaufzucht 


Nach den bei den d6kologischen Untersuchungen gemachten Erfahrungen 
schien die ,,Reinkultur“ des Pilzes denkbar als sterile Aufzucht mycorrhizahaltiger 
Pflanzen. 

Versuche zur Isolierung des Pilzes auf dem Agar-Substrat wurden schon vorher 
unternommen. Folgende Nahrsubstrate wurden verwendet: 1. Burgeff-Agar. — 
2. Burgeff-Agar mit Zusatzen von steril filtrierten Kaltwasserextrakten von Tabak- 
blattern und -wurzeln in verschiedenen Konzentrationen. — 3. Hanfsamenagar und 
Agar mit steril filtrierten Extrakten aus zerkleinerten Hanfsamen. — 4. Tabak- 
samenagar, der wie Hanfsamenagar behandelt wurde, jedoch Burgeff-Agar als 
Grundsubstrat enthielt. Die Sterilisierung der Impfstiicke erfolgte mit Lésungen 
von Quecksilberchlorid, Chlorkalk, Bromwasser und Perhydrol. 

Bei den Versuchen itber den Infektionsmodus wurde festgestellt, daB die Pflanze 
den Pilz zum Auswachsen anregt. Darum wurden Versuche mit steril aufgezogenen 
Pflanzen, die auf Nahragar nach SrernpurRe (1947) in Erlenmeyer-Kolben wuchsen 
und sterilisierten Wurzelstiicken durchgefiihrt, die in die Nahe der Wurzeln ge- 
bracht wurden. Daneben wurden Gewebekulturen von Tabakwurzeln angesetzt, die 
auf Agar nach HitpEBRaNnpDT (1946) wuchsen und mit sterilisierten mycorrhiza- 
haltigen Wurzelschnitten zusammengebracht wurden. i 


Weder bei der Sterilaufzucht noch in der Gewebekultur wuchs der 
Pilz aus dem Impfstiick aus. Die Versuche wurden im Herbst 1956 ohne 
Erfolg abgebrochen, ohne einen Anhaltspunkt dafiir bekommen zu haben, 
warum der Pilz nicht auswachst. Wahrscheinlich entfernen wir uns auf 
dem kiinstlichen Substrat so weit von den natiirlichen Bedingungen, dak 
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es dem Pilz auch mit Hilfe einer unter kiinstlichen Bedingungen wachsen- 
den, Pflanze nicht méglich ist, auszuwachsen. Die Bedeutung der endo- 
trophen Mycorrhiza fiir die Pflanze konnte also mit Hilfe der Sterilkultur 
nicht gelést werden. 

Ks erscheint jedoch auch fraglich, ob sich die Ergebnisse der Sterilkultur ohne 
weiteres auf natiirliche Verhiltnisse iibertragen lassen. WINTER u. von RUMOKER 
(1950) konnten namlich zeigen, da durch Ausschalten der spezifischen Rhizospha- 
renflora in der Sterilkultur Pflanze und Pilz ihr Verhaltnis zueinander stark andern 
konnen. So wird z. B. Mais in steriler Kultur von Fusarium culmorum rasch ab- 
getétet, wahrend er im natiirlichen Ackerboden durch den Pilz geférdert wird. 

Es muBten deshalb andere Wege gefunden werden, um das Zusammenleben von 
Pilz und Pflanze untersuchen zu kénnen. 


VI. Die Bedeutung des Pilzes fiir die Jugendentwicklung 
der Pflanze 


Uber die phycomycetoide-endotrophe Mycorrhiza liegen bislang keine 
Untersuchungen vor, die den EinfluB des Pilzes auf die Pflanze eindeutig 
klaren. Aus den schon beschriebenen Versuchen geht hervor, daf die 
Ausbreitung des Pilzes in der Wurzel auch vom Zustand der Wirtspflanze 
abhangig ist. Es sollte jetzt gepriift werden, ob umgekehrt auch der Pilz, 
der ja die absorptionsfahigen Wurzeln nahezu vollstandig durchdringen 
kann, die Entwicklung der Pflanzen beeinfluBt. 

Nun kann man aber weder aus rein morphologischen Beobachtungen 
auf Parasitismus (BURGES 1936) oder Symbiose (BUTLER 1939) schlieBen, 
noch ist es méglich, die Bedeutung des Pilzes fiir die Wirtspflanze zu er- 
fassen, wenn im Experiment fiir mycorrhizahaltige und mycorrhizafreie 
Pflanzen unterschiedliche Nahrsubstrate verwendet werden (DEMETER 
1923). Voraussetzung fiir die Untersuchung tiber den Einflu8 des Endo- 
phyten auf die Entwicklung der Wirtspflanze ist eine Methode, die es 
moglich macht, mycorrhizahaltige und -freie Pflanzen unter gleichen 
Bedingungen nebeneinander aufzuziehen. Da die Reinkultur des Pilzes 
nicht gelang, wurde eine Methode entwickelt, die einen solchen Vergleich 
gestattet und die auch dkologischen Bedingungen weitgehend gerecht 


wird. 
1. Spezielle Methoden 


a) Implantationsmethode 


Zur Infizierung der unverpilzten Pflanze mit der endotrophen Mycorrhiza wird 
die primaire Rinde der Hauptwurzel angeschnitten und in die Wunde ein mit 
Mycorrhiza befallener Wurzelschnitt sorgfaltig hineingelegt. Der Wurzelschnitt 
wird vorher mikroskopisch auf seine Verpilzung gepriift, in sterilem Wasser ge- 
waschen und dann zur Infektion benutzt. Mit einem schmalen Streifen ,,Tesafilm“ 
wird die Infektionsstelle wieder verschlossen. Die primaire Rinde der Kontroll- 
pflanze wird angeschnitten und ein unverpilztes Wurzelstiick eingelegt. 

In der Wasserkultur breitet sich die Mycorrhiza bei dieser Methode schnell aus. 
Im Boden wurden zusatzlich verpilzte Wurzelstiicke in die Nahe der Wurzeln 
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gebracht, um eine gute Allgemeinverpilzung zu sichern. Die Kontrollpflanzen wur- 
den mit unverpilzten Wurzeln beschickt, um einen Einflu8 der Wurzelstiicke als 
solche auszuschalten. 

Bei Versuchsende wurden die Pflanzen sorgfaltig auf einem Haarsieb mittels 
eines Wasserstrahls von der Erde getrennt, durch vorsichtiges Biirsten wurden die 
Wurzeln von der letzten Erde befreit, in aqua dest. gewaschen, Wurzel und Spro8 
getrennt bei 105° C 12 Std getrocknet und anschlieBend gewogen. 

In den nun folgenden Versuchen wurden immer 6 Wochen alte Tabakpflanzen 
auf die oben beschriebene Weise infiziert und im Gewachshaus unter den an- 
gegebenen Bedingungen (siehe S. 114) gehalten. 


b) Statistische Sicherung 


Die Priifung auf Signifikanz festgestellter Ertragsunterschiede erfolgte nach dem 
t-Test. 
2. Bodenversuche 


a) Normaler Boden 
Zunachst wurde in Brachlanderde (sandiger Lehm), die den Mycorrhizapilz nicht 
enthielt, die Entwicklung mycorrhizahaltiger und mycorrhizafreier Pflanzen mit- 
einander verglichen. Versuchszeit: 28. 4.—9. 6. 1955. 
Die mycorrhizahaltigen Tabakpflanzen waren besser als die mycorrhiza- 
freien entwickelt. Diese Entwicklungssteigerung betrug bei den oberir- 
dischen Teilen 64,6°%, bei den 


Tabelle 1. Die Beeinflussung der Entwicklung Wurzeln 65,1°% (siehe Tab. 1). 


von Tabakpflanzen durch die Mycorrhiza in Es ergab sich nun die 
Brachlanderde Frage nach der Ursache dieser 

Trockengewichte i £ Stimulierung. Wenn sie ledig- 

Ohne Mit P-Wert lich auf einer durch die My- 

Mycorrhiza | Mycorrhiza corrhiza begiinstigten Nahr- 

SproB | 1,22 | 2,01 | 0,02—0,01 stoffzufuhr beruhte, dann 
Wurzel 0,43 0,71 0,01—0,001 konnte man erwarten, da 


dieser Effekt auf nahrstoff- 
armem Substrat starker in Erscheinung tritt als auf naéhrstoffreichem. 


b) Gediingter Untergrundboden 


Tabakpflanzen mit und ohne Mycorrhiza wurden nun auf nahrstoff- 
armem Untergrundboden! gezogen, der auf Grund seiner natiirlichen 
Lagerung biologisch inaktiv war. 


Zu diesem Boden (1,5 kg) wurde 
a) kein Diinger = Diingestufe 0, b) 0,09 g Nitrophoska = Diingestufe I, c) 0,18 g 
Nitrophoska = Diingestufe II, d) 0,36 g Nitrophoska = Diingestufe III gegeben. 


* Ks handelt sich hier um eine tiefer als 1m liegende typische Schwarzerde unter 
kalkreicher Braunerde als B-Horizont und einem sehr fruchtbaren, sandigen Lehm 
als A-Horizont aus der Nahe von Ziilpich (py in KCl 6,8; K,O 4 mg; PO, 2 mg in 
100 g Boden; CaCO, 1,89; 7'-Wert 13,7; S-Wert 12,8; V 93°). Die chemische 
Bodenuntersuchung wurde dankenswerterweise von der Landwirtschaftskammer 
Bonn durchgefiihrt. 
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_Der Dinger wurde fein gemérsert und topfweise unter die Erde gemischt. 

_ Nitrophoska enthalt die Hauptnahrstoffe in der Zusammensetzung N 11,5%, 
P,0; 8,5%, K,0 18%. 

a) Die mit Mycorrhiza infizierten Pflanzen entwickelten sich in allen 

Dingestufen erheblich besser als die mycorrhizafreien (siehe Abb. 21). 
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Abb. 21. Die Entwicklung mycorrhizahaltiger und mycorrhizafreier Tabakpflanzen 
in Untergrundboden mit verschieden hohen Diingergaben 


Dabei war das SproBgewicht mehr als das Wurzelgewicht gefordert. Die 
folgenden Ausftihrungen beziehen sich deshalb vor allem auf das SproB- 
gewicht. : 

b) Die gediingten Pflanzen, sowohl die pilzhaltigen als auch die pilz- 
freien, wuchsen besser als die entsprechenden nichtgedtingten. Die ver- 
schiedenen Nahrstoffmengen zeigten jedoch keine unterschiedliche Wir- 
kung. Aus der gleichbleibenden Entwicklung in allen drei Diingestufen 
folgt, da der unter den besonderen Bodenbedingungen zu erzielende 
Hochstertrag schon bei Gabe I erreicht war. Andere Wachstumselemente, 
wahrscheinlich auch die physikalische Struktur des Bodens, werden hier 
als begrenzende Faktoren aufgetreten sein. 

c) Der durch die Mycorrhiza bedingte Ertragszuwachs war unabhangig 
von der Nahrstoffzufuhr, d.h.die Férderung der verpilzten Pflanzen war 
gegentiber den nichtverpilzten in allen Diingestufen annahernd gleich 
stark. Auch war die durch Niahrstoffe bedingte Entwicklungssteigerung 
nicht vom Mycorrhizabefall abhangig. Diese Férderung betrug bei mycor- 
rhizahaltigen und mycorrhizafreien Pflanzen etwa 50%. Der von den 
pilzfreien Pflanzen durch Nahrstoffzufuhr erzielte Ertrag wurde von den 
mycorrhizahaltigen bereits ohne Diingung zu 93% erreicht. 

10* 
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Unter den gegebenen Bedingungen konnten also die Mycorrhizapflanzen — 


die durch Nahrstoffmangel verursachte schwaichere Entwicklung weit- 
gehend ausgleichen. Doch kann aus diesen Versuchsergebnissen nicht 
gefolgert werden, daB die bessere Entwicklung der pilzhaltigen Pflanzen 


dadurch bedingt ist, da® der Pilz die Aufnahme der im Boden verfiig- - 


baren Nahrstoffe begiinstigt ; denn die Entwicklungsdifferenzen zwischen 
verpilzten und unverpilzten Pflanzen glichen sich auch bei hoher Nahr- 
stoffzufuhr nicht an, sondern blieben in allen Diingestufen gleich groB. 


Die Bedeutung der Mycorrhiza fiir die Wirtspflanze kann demnach ~ 


nicht darin bestehen, daB sie eine erh6hte Aufnahme mineralischer Nahr- 
stoffe vermittelt. 
3. Wasserkulturen 


Die Jugendentwicklung der Tabakpflanze wird, wie die vorigen Ver- 
suche gezeigt haben, auf verschiedenen Boden unabhangig von deren 
physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften durch die 
Mycorrhiza gefordert. Nun ist aber ein Boden ein mehr oder weniger 
heterogenes System, in dem eine isolierte Untersuchung einzelner Fak- 
toren nicht leicht méglich ist. Demgegeniiber bietet die Wasserkultur den 
Vorteil, daB a) das Nahrmedium einheitlich zusammengesetzt, b) eine 
definierte Variierung der Wachstumselemente moglich ist und man c) durch 
weitgehende Ausschaltung der Rhizospharenflora der Sterilkultur naher 
kommt. 

a) pu- Versuch 


Im allgemeinen ist die optimale Entwicklung der Pflanze an einen 
bestimmten px-Bereich des Nahrsubstrates gebunden (der Tabak bevor- 
zugt einen schwach sauren bis neutralen Standort). Es sollte nun unter- 
sucht werden, ob die Entwicklung der Mycorrhiza vom px-Wert der 
Lésung abhingig ist und wie dariiber hinaus die bei Anderung der 
Aciditiit verschieden stark wachsenden Pflanzen vom Endophyten be- 
einfluBt werden. Die Entwicklung mycorrhizahaltiger und mycorrhiza- 
freier Pflanzen wurde in Knopscher Nihrlésung miteinander verglichen. 

600 ml Becherglaser, die mit Stanniolpapier lichtdicht umkleidet waren, wurden 
mit 550ml Knopscher Nihrlésung, die 0,1°4 Hoagland A-Z-Lisung enthielt, 
gefiillt. Der Rest wurde mit aqua bidest. aufgefiillt. Die verschiedenen pq-Werte 
wurden mit 1/10 n HCl und 1/10 n NaOH eingestellt, jeden zweiten Tag gepriift und, 
soweit erforderlich, justiert. Die Lésungen wurden taglich 15 min durchliiftet. 
Versuchszeit: 11. 11.—9. 12. 1954. 

a) Verpilzungsverlauf. Schon nach 7 Tagen hatte sich die My- 
corrhiza in allen pr-Abstufungen ausgebreitet. Bei pa 7 wurde die beste 
Verpilzung, bei pu 5 und px 4 eine schlechtere gefunden. Bei pu 4 war 
eine auBerordentlich starke Granulierung des Pilzplasmas und eine auBerst 
intensive Verdauung des Pilzes zu beobachten. Bei px 5 und Pu 7 setzte 
die Verdauung erst eine Woche spiiter ein. 
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Bei allen px-Stufen waren nicht nur die infizierten Hauptwurzeln, 
sondern auch die Nebenwurzeln verpilzt. Diese Verpilzung der Neben- 
wurzeln kann einmal durch Ausbreitung des Endophyten innerhalb der 
Wurzel erfolgt sein, andererseits aber sprechen die zahlreichen AuBen- 
hyphen an den Nebenwurzeln dafiir, da® der Pilz aus dem implantierten 
Stiick oder aus der Hauptwurzel ausgewachsen war. 

b) Entwicklungsbeeinflussung. 1. Die Entwicklung aller Pflanzen 
war abhangig vom pxr-Wert der Lésung und zwar wurde die beste bei 
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Abb, 22. Die Entwicklung mycorrhizahaltiger und mycorrhizafreier Tabakpflanzen in Nahrlésungen 
von verschiedenem pu 


px 7, die schlechteste bei px 4 gefunden (siehe Abb. 22). Die Entwick- 
lungssteigerung von py 4 auf py 7 war jedoch bei verpilzten und un- 
verpilzten Pflanzen verschieden stark. Sie betrug bei den oberirdischen 
Teilen fiir die Pflanzen ohne Mycorrhiza 83%, fiir die Pflanzen mit 
Mycorrhiza dagegen nur 28%. 

2. In allen pu-Stufen wuchsen die mycorrhizahaltigen Pflanzen besser 
als die pilzfreien. Die Forderung bei den einzelnen py-Stufen war unter- 
schiedlich stark. Bei der héchsten Wasserstoffionenkonzentration (px 4) 
war das SproBgewicht der mycorrhizahaltigen Pflanzen um 160%, bei 
der niedrigsten (px 7) noch um 82° hoher als das der unverpilzten bei 
gleichen px-Werten. Der Tabak ohne Mycorrhiza hatte bei px 7, also der 
Wasserstoffionenkonzentration, bei der er am besten wuchs, ein um 30% 
geringeres SproBgewicht als die Pflanzen mit Mycorrhiza bei der héchsten 
Wasserstoffionenkonzentration (px 4). 

In Ubereinstimmung mit den oben beschriebenen Bodenversuchen zeigen 
auch diese Untersuchungen, daB die Mycorrhiza das Wachstum der jungen 
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Tabakpflanzen fordernd beeinflupt. Besonders deutlich wird diese Wirkung, 
wenn die Wachstumsbedingungen der Wirtspflanze schlechter werden. So 
wird bei hoher Wasserstoffionenkonzentration eine mycorrhizahaltige Pflanze 
weniger geschidigt als eine mycorrhizafrere. 


b) Mangell6sungen 

Aus den vorstehenden Untersuchungen ergaben sich keine Hinweise dafiir, daB 
der Pilz durch Nahrstoffvermittlung das bessere Wachstum ausléste. In den Diinge- 
versuchen waren nun aber die Hauptnahrstoffe (N, P, K) immer gemeinsam und im 
gleichen Verhiltnis zugesetzt worden, so daB eine mégliche spezifische Bedeutung 
einzelner Nahrstoffe fiir das Pilz-Wirt-Verhaltnis nicht sichtbar werden konnte. In 
Versuchen mit Mangellésungen, wobei die Hauptnahrstoffe N und P abgestuft den 
Lésungen zugegeben wurden, sollte gepriift werden, ob bestimmte Nahrstoff- 
kombinationen die Mycorrhizaausbildung in der Wurzel und dann auch die Wirkung 
des Pilzes beeinflussen. 

Die Verpilzung der Pflanzen in den Mangellésungen war auBerst gering. Sie 
betrug im Héchstfalle 79%. Die Pflanzenentwicklung war lediglich von der Nahr- 
stoffkonzentration der Lésungen abhangig: Je weniger Nahrstoffe sie enthielten, um 
so schlechter wuchsen die Pflanzen. Der fehlende Einflu8 der Mycorrhiza auf das 
Pflanzenwachstum erklart sich aus dem geringen Verpilzungsgrad. SchlieBlich ist 
nur eine Interferenz des Endophyten zu erwarten, wenn er sich geniigend stark 
innerhalb des Wirtes entwickelt hat. Es scheint fraglich, ob so tiberhaupt die Ur- 
sache der férdernden Wirkung des Pilzes auf das Wachstum der Tabakpflanze 
geklairt werden kann, weil die Herabsetzung eines Nahrstoffes ins Minimum Wirts- 
pflanze und Pilz gleichermafen beeintrachtigt. 


C. Diskussion 

Die Entwicklung des Pilzes im Boden, die sowohl durch auskeimende 
Vesikel als auch durch auswachsendes Mycel eingeleitet werden kann, ist 
an die Anwesenheit lebender Tabakwurzeln gebunden. Dabei muB aller- 
dings offen bleiben, ob diese ,,saprophytische Phase“ des Pilzes nur durch 
Reize einer intakten Wurzel induziert werden kann. Die Klarung dieser 
Frage ware sehr aufschluBreich und wiirde erkennen lassen, ob die spezi- 
fischen Anspriiche des Pilzes nur in der Wirtspflanze bzw. durch deren 
Ausscheidungen befriedigt werden kénnen oder ob dem Pilz schon das 
Zusammenspiel von anderen belebten und unbelebten Faktoren im 
Boden die erforderlichen Entwicklungsbedingungen schaffen kann. 

Die Unterscheidung einer ,,saprophytischen‘‘ und_,,parasitischen‘ 
Phase erscheint auch deshalb wichtig, weil AuSenfaktoren sowohl die 
eine als auch die andere Phase, und zwar unter Umstiinden gegensatzlich 
beeinflussen kénnen. Der Torf hemmt die ,,saprophytische“ Entwicklung 
und verzégert so den Infektionsbeginn. Bei Fichtenstreuzusatz dagegen 
ist eine eindeutige Férderung einer bestimmten Phase nicht ersichtlich, 
wenn auch die héhere Endverpilzung vermuten 1a8t, da& hauptsiichlich 
die ,,parasitische’‘ Phase stimuliert wurde. 

Die ,,parasitische Phase‘, die die Entwicklung des Pilzes innerhalb der 
Wurzel wmfapt, wird weitgehend vom Zustand der Pflanze bestimmt. Je 
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besser die Pflanze assimilieren kann, je mehr Assimilationsprodukte ge- 
_ speichert werden, umso kriiftiger entwickelte sich das M ycel innerhalb der 
Wurzel. Alle Faktoren also, die die Assimilation fordern, werden auch einen 
stimulierenden HinfluB auf die Mycelentwicklung nehmen. Zu gleichen 
Ergebnissen gelangten ZaABLOCKA (1936) und PEYRoneEL (1949) bei ihren 
Untersuchungen iiber die endotrophe Mycorrhiza bei der Gattung Viola 
bzw. bei Viola biflora und Oxalis acetosella. 

In diesem Zusammenhang kénnen auch die Ergebnisse von BJORKMAN 
(1942) erwahnt werden, der fiir die ektotrophe Pinus-Mycorrhiza einen 
Zusammenhang zwischen Assimilation und Verpilzung bei geringer Assi- 
milationsleistung gefunden hat. Fiir die Pilzausbreitung ist also ein 
gewisses Minimum an Assimilationsprodukten unbedingt erforderlich. 
Ist der zur Ernahrung des Pilzes notwendige UberschuB erst vorhanden, 
so fiihrt ein weiterer Anstieg der Nahrstoffkonzentration zu keiner weite- 
ren Veranderung des Mycorrhizabefalls. Der Nahrstoffgehalt kann somit 
in bestimmtem Umfange die Wirtseignung (GAUMANN 1946) der Zellen 
und Gewebe verandern, was sowohl fiir die ektotrophe als auch fiir die 
endotrophe Mycorrhiza zutrifft. 

Die Mycorrhizainfektion und die Pilzausbreitung werden also weit- 
gehend von dkologischen Faktoren beeinfluBt. Auf diese Abhdngigkeit 
wiesen schon Stauu (1900) und PEyronet (1924) hin. Ihre Befunde 
allerdings, da die Mycorrhiza vornehmlich auf nahrstoffarmem Boden 
auftrate, diirfen nicht ohne weiteres verallgemeinert werden (WINTER 
1951, Srmvers 1953) und trifft auf keinen Fall fiir die Tabakmycorrhiza 
zu. Sie ist vom Nahrstoffhaushalt des Substrates weitgehend unabhangig. 
Erst bei extremem Nahrstoffmangel, der keine auch nur annahernd 
normale Entwicklung der Wirtspflanze mehr zula8t, wird auch der Pilz 
geschadigt. 

Ein Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration des Bodens auf die 
Verpilzung wurde nicht festgestellt. Bei kiinstlicher Infektion wurde auch 
bei niedrigem pry-Wert (px 4) eine gute, wenn auch morphologisch ver- 
anderte Verpilzung gefunden. 

Die von Scouuicut (1889) aufgestellte Humustheorie wird durch 
die vorliegenden Untersuchungen in ein ganz anderes Licht ge- 
rickt. Zwar kann die Mycorrhizainfektion und -ausbreitung durch orga- 
nische Substanzen des Bodens beeinfluBt werden, doch zeigen die Wasser- 
kulturversuche und die Versuche mit Untergrundboden, daf diese Stoffe 
nicht zur normalen Ausbildung der endotrophen Mycorrhiza notwendig 
sind. Die endotrophe Mycorrhiza ist also auf keinen Fall allein als humus- 
iibertragendes Organ fiir die Wirtspflanze von Bedeutung. 

Die Srantsche Theorie, da8 die Mycorrhiza'im wesentlichen an nahr- 
stoffarme Standorte gebunden sei und daB der Pilz Salze fiir die Wirts- 
pflanze sammle, trifft sicherlich fiir die ektotrophe Baummycorrhiza zu. 
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Bei der endotrophen phycomycetoiden Mycorrhiza dagegen macht, wie 
Winter (1951) betonte, die geringere Mycelverbindung zum Boden eine 
direkte Nahrsalziibertragung von vornherein unwahrscheinlich. Dabei 
bleibt allerdings die Frage offen, ob nicht die Besiedlung der Wurzel durch 
den Pilz in bestimmtem Umfange eine physiologische Verénderung der 
Wurzel nach sich zieht. Die Versuche mit gediingtem Untergrundboden, in 
denen die mycorrhizafreien Pflanzen auch bei optimaler Nahrstoffgabe nie 
das Wachstum der mycorrhizahaltigen erreichten (siehe S. 135), geben viel- 
leicht Anhaltspunkte fiir diese Annahme. Der Vorteil, den die verpilzte 
Pflanze aus der Verdnderung zieht, laBt sich durch keine Diingergaben 
angleichen, es mu8 sich also dabei um eine spezifische Wirkung der endo- 
trophen Mycorrhiza handeln. 

Die Férderung der Jugendentwicklung der Tabakpflanze durch die M ycor- 
rhiza wurde in verschiedenen Béden und in der Wasserkultur gefunden. Diese 
Stimulierung wird besonders deutlich, wenn die Pflanzen unter ungiinstigen 
Bedingungen wachsen. Auf natiirliche Verhdltnisse iibertragen wiirde das be- 
deuten, dap die Pflanzesichdurch die M ycorrhizaschlechteren Umweltfaktoren 
besser anzupassen vermag und dap die dkologische Breite erweitert wiirde. 

Der férdernde Einflu®B der Mycorrhiza auf die Pflanzenentwicklung 
wird selbstverstandlich durch die allgemeinen Wachstumsgesetze be- 
grenzt. Er kann sich auf der einen Seite nur auswirken, wenn andere 
Wachstumselemente nicht so weit im Minimum sind, daB eine anndhernd 
normale Pflanzenentwicklung nicht mehr méglich ist. Wenn andererseits 
der Pflanze bessere Bedingungen geboten werden, wird der stimulierende 
EinfluB der Mycorrhiza geringer. 

Wenn man die Frage nach der Bedeutung der endotrophen Mycorrhiza 
fiir die hohere Pflanze stellt, so wird man zu beriicksichtigen haben, dab 
das Anfangsstadium dieser Pflanze-Pilz-Verbindung sicherlich ein echter 
Parasitismus ist. Wie sich dieses Zusammenleben weiter gestaltet, ob es 
bei dieser Dyssymbiose bleibt oder ob es zu einer Eusymbiose (SCHAEDE 
1948) kommt, kann wahrscheinlich nur von Pflanzenart zu Pflanzenart 
entschieden werden. Bei der Mycorrhiza des Tabaks handelt es sich auf 
keinen Fall um einen Parasitismus, denn beide, Wirt und Pilz, ziehen 
Nutzen aus ihrem Zusammenleben. 


D. Zusammenfassung 

1. In der Wurzel von Nicotiana tabacum wird die endotrophe Mycor- 
rhiza durch einen unseptierten Pilz gebildet. Unter typischer Knduel- 
bildung wird die Epidermiszelle infiziert, und die ganze primare Rinde 
kann mit Hyphen, Arbuskeln und Vesikeln angefiillt sein. 

2. Die Infektion des Tabaks mit der endotrophen Mycorrhiza kann 
einmal durch Auswachsen von Pilzmycel aus Wurzelresten, zum anderen 
auch durch Vesikel erfolgen. 
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3. Es wurde eine Infektionsmethode (Implantation) entwickelt, die 
_ einen Vergleich mycorrhizahaltiger und mycorrhizafreier Pflanzen ge- 
stattet. Mit Hilfe dieser Methode ist auch die Infektion in Wasserkultur 
wachsender Pflanzen méglich. 

4. Die Ausbreitung des Endophyten innerhalb der Wurzel ist vom 
Pflanzenzustand, insbesondere der Assimilationsleistung des Wirtes weit- 
gehend abhingig. 

5. Durch verschieden grofe Torf- und Fichtenstreubeimischungen zu 
einem sandigen Lehmboden wurden Modellbéden hergestellt, in denen 
der Verpilzungsverlauf verfolgt wurde: In torfhaltigen Boden war die 
Infektion verzégert, wahrend die Fichtenstreugemische in bestimmten 
Konzentrationen einen fordernden Kinflu8 auf die Mycorrhizaentwick- 
lung hatten. Die gleichen Ergebnisse wurden mit Zusatzen von waBrigen 
Torf- bzw. Fichtenstreuextrakten zum Boden erhalten. 

6. Eine Mycorrhizainfektion der Pflanze unter sterilen Bedingungen ist 
nicht gelungen. 

7. Mycorrhizahaltige Tabakpflanzen entwickeln sich besser als mycor- 
rhizafreie. 

8. Durch verschieden groBe Diingergaben zu nahrstoffarmem Boden 
konnte das Wachstum mycorrhizafreier Pflanzen nicht an das der mycor- 
rhizahaltigen angeglichen werden. Es ergaben sich keine Hinweise dafiir, 
da der fordernde EinfluB8 der Mycorrhiza auf einer erhGhten Nahrsalz- 
aufnahme beruht. 

9. In der Wasserkultur mit verschiedener Aciditat wurde immer der 
fordernde EinfluB der Mycorrhiza sichtbar. Die relative Forderung war 
bei hoher Wasserstoffionenkonzentration (py 4) am groBten. 

10. Bei Pflanzen, die in Mangello6sungen wachsen, wird sowohl die 
Pilzausbreitung als auch die Pflanzenentwicklung gehemmt. 

Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. A. G. WrntErR, danke ich be- 
sonders fiir die Uberlassung des Themas und fiir das Interesse und die Férderung, 


die er meiner Arbeit angedeihen lie8. 
Die Untersuchungen wurden von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und 


dem Ministerium fiir Ernahrung, Landwirtschaft und Forsten des Landes Nord- 
rhein- Westfalen unterstiitzt. 
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Untersuchungen tiber die Biosynthese der Penicillinase 


Von 
Dozent SVETOSLAV BARDAROV 


Mit 5 Textabbildungen 


(Hingegangen am 29. September 1957) 


Die Penicillinaseproduktion, als Ergebnis der Lebensfunktion der 
Bakterienzelle, hingt von deren Stoffwechsel und dem Vorhandensein 
bestimmter Nahrstoffe im Nahrboden ab. Infolge dieser Abhangigkeit 
ist es bei der industriellen Erzeugung der Penicillinase erforderlich, solche 
Entwicklungsbedingungen fiir die Mikroorganismen zu schaffen, die zu 
einer maximalen Produktion fiihren und gleichzeitig damit bessere 
Konzentrierungs- und Reinigungsméglichkeiten bieten. Aus diesen Er- 
wagungen heraus haben wir uns die Aufgabe gestellt, die Biosynthese 
der Penicillinase in Verbindung mit dem Stoffwechsel der sie produ- 
zierenden Mikroorganismen zu klaren. 

Es wurden zahlreiche Naéhrb6den zur Gewinnung von Penicillinase 
angegeben (CzZEKALOWSKI 1950, LE Pace 1946, Murao 1952, Vaczi u. 
Uri 1954, Pottock u. Mitarb. 1956, u.a.). Da sie meistens Pepton ent- 
halten, ist die Reinigung des Praparats erschwert und die Penicillinase- 
produktion unbefriedigend (CzEKALOWSKI, Murao, BARDAROV u.a.). 
Daher sind diese Nahrbéden wenig dazu geeignet, die Biosynthese der 
Penicillinase zu klaéren. Aus diesem Grunde haben wir mit synthetischen 
Nahrbéden gearbeitet, die diese Nachteile nicht aufweisen. 

Zu unseren Versuchen benutzten wir Sotonschen Nahrboden, wobei wir aber das 
Asparagin durch Ammoniumsalze verschiedener Carbonsauren ersetzten und die 
Mengenverhaltnisse einiger Komponenten anderten. Es wurden ungefahr 35 Nahr- 
béden gepriift (Tab. 1), in denen verschiedene Kombinationen der einzelnen Kom- 
ponenten sowie die Ammoniumsalze verschiedener organischer Sauren (Bernstein-, 
Malon-, Apfel-, Citronen-, Wein-, Oxal-, Milch-, Essigsiure und deren Kombina- 
tionen) angewendet wurden. Der Grundnahrboden enthalt: Ammoniumsalz der 
Carbonsaure 4,00; Glycerin 60,00; Dikaliumphosphat 0,50; Magnesiumsulfat 0,50; 
Ferroammoniumcitrat 0,05; Wasser 1000,00. Bei einigen Versuchen benutzten wir 
Nahrbéden anderer Zusammensetzung zwecks Klarung der Rolle einzelner Kom- 
ponenten. 

Als penicillinasebildender Mikroorganismus wurde der Stamm Bac. subtilis Ic 
gewahlt, der sich nicht wesentlich vom klassischen Bac. subtilis unterscheidet 
(langsame Milchpeptonisierung). Bei den Versuchen wurde die Methode der Ober- 
flachenkultivierung in Fehrenbachkolben angewendet. (200—500 ml Nahrbéden; 
1,5—2 cm Schichtdicke.) Die Penicillinase wurde nach der von uns beschriebenen 


Methode titriert. 
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Diese Versuche (Tab. 2) zeigten, daS fiir die Herstellung der Peni- 
cillinase das Vorhandensein von Pepton nicht unbedingt notwendig ist, 
wie dies von CzEKALOwSKI (1950) behauptet wird. Bac. subtilis Ic zeigt 
vielmehr in unseren synthetischen Nahrbéden einen wesentlich héheren 
Penicillinasetiter als in Peptonnahrbéden. In Tab. 2 sind die Héchsttiter 
einiger Nahrbéden in PzE/ml' angegeben. 


Tabelle 2. Penicillinase-Héchsttiter einiger Nahrbéden 


Nahr- Titer Nahr- Titer Nahr- Titer Nabkr- Titer 
boden PzE/ml boden PzE/m) boden PzE/ml boden PzE/ml 
Inks, tl 30 Nr. 11 50 Nr. 19 280 Nr. 30 330 
Nr. 4 10 Nr. 12 0 Nr. 20 190 Nr. 31 10 
ING 10 Nr. 13 20 Nr. 21 140 Nr. 32 180 
Nr. 6 200 Nr. 14 10 Nr. 22 70 Nrioa 260 
Nr. 7 130 Nr. 15 170 Nr. 23 90 Nr. 34 260 
Nr. 8 0 Nr. 16 210 Nr. 24 330 Nr. 35 1 
Nr. 9 20 Nr. 17 230 Nr. 25 330 Nr. 36 0 
Nr. 10 10 Nr. 18 230 Nr. 26 330 Nr. B 27 280 


Es wird angenommen, daf die Ammoniumsalze der Carbonsauren 
einerseits als Kohlenstoffquelle, anderseits als Stickstoffquelle ausgenutzt 
werden kénnen. Daher verdient der Stoffwechsel der Ammoniumsalze 
der Carbonsaduren besondere Beachtung. 


Bekanntlich wird beim Abbau der Kohlenhydrate (Glucose) verhaltnismaBig viel 
Energie gewonnen. Dieser AbbauprozeB der Glucose durchliuft zwei Phasen: die 
erste, anaerobe Phase zeichnet sich durch mehrere 


280, Etappen aus, die mit der Bildung von Brenz- 
traubenséiure enden. Sodann kann der Abbau 
240 weiterlaufen, indem Athylalkohol und Milchsiure 
gebildet werden. Die Phase wird zwar schon 


durch die Alkoholgirung gekennzeichnet, doch 
kann ihr Endverlauf, je nach den Bediirfnissen 
der Zelle und der in ihr vor sich gehenden 
Garungsprozesse, verschieden lange dauern. 

Die zweite Phase ist mit den aeroben Vor- 
gangen und mit der Oxydation der Brenztrauben- 
siure oder des Acetaldehyds verbunden. Von da 
an setzt der Krebssche Cyclus ein, der in einer 
Reihe von Oxydations- und Reduktionsprozessen 
allmahlichen Ubergangs der Tricarbonsauren in 
Dicarbonsiuren und gleichzeitigen Freiwerdens 
erheblicher Energiemengen besteht. 


Mit Riicksicht auf diese Vorgiinge ver- — 
i? suchten wir, den Carbonsaurestoffwechsel 

Abb. 1. Penicillinase-Bildung ° 2 © eq7e 7 
mit (e---+) und ohne (Co) Glucose Und die Bildung der Penicillinase bei 
Bac. subtilis zu klaren. Die Versuche mit 

glucosehaltigen Nahrbéden (Abb. 1) zeigten, daB die Anwesenheit 


1 Pz = Penicillinaseeinheit: erforderliche Mindestmenge an Penicillinaselésung 
zur Zerstérung von 100 IE Penicillin innerhalb 60 min bei 37° C und pu 7,0. 


a2 
0 5 0 75 Tage 
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von Glucose. in erheblichem Mafe die Penicillinasebildung verzogert. 
Der Mikroorganismus entwickelt sich in glucosehaltigen Nahrbéden 
(Nahrboden Nr. 12), trotz Anwesenheit von Ammoniumsalzen orga- 
nischer Saéuren, auf dem Kolbengrund ohne Bildung einer Ober- 
flachenhaut und ohne Pigmentbildung. Wie aus Abb. 1 ersichtlich 
ist, setzt die Penicillinasebildung erst am 16. Tage mit sehr niedrigem 
Titer (1 PzE/ml) ein; bei N&éhrbéden ohne Glucose (Nahrboden Nr. 6) 
verlauft die Entwicklung dagegen typisch aerob unter Bildung einer 
festen, stark gekrauselten und stark pigmentierten Oberflichenhaut, 
wobei die Penicillinasebildung schon am 5. Tage einsetzt und am 
16. Tage bereits einen Titer von 280 PzE/ml aufweist. 

Abnliche Ergebnisse wie mit Nahrboden12 werden auch mit Nahr- 
boden Nr. 1 erzielt, in dem Pepton als Stickstoffquelle und Glucose als 
Kohlenstoffquelle dienen. 

Diese Ergebnisse sind verstandlich, wenn man beriicksichtigt, daB die 
Bakterienzelle, wie unsere Versuche zeigen, die Penicillinase unter 
aeroben Verhaltnissen synthetisiert und da unter anaeroben Verhalt- 
nissen eine Penicillinasebildung nicht stattfindet. Die Glucosespaltung, 
als anaerober Vorgang wahrend der ersten Phase in den tiefen Schichten 
der Kultur, fiihrt im Nahrboden Nr. 12 wahrscheinlich zur Bildung von 
Produkten (Brenztraubensdure und Acetaldehyd), aus denen dann die 
Carbonsauren entstehen. Sodann ist, unter den nunmehr geschaffenen 
aeroben Verhaltnissen, die Synthese der Penicillinase méglich. In Nahr- 
béden, die lediglich Carbonsaéuren als Kohlenstoffquelle enthalten, ist 
die Entwicklung des Bac. subtilis sehr verschieden: sie verlaéuft von An- 
fang an aerob, und die Penicillinasesynthese ist wesentlich aktiver. Aber 
auch die verschiedenen Carbonsauren werden durch Bac. subtilis nicht 
in gleicher Weise ausgenutzt. Die beste Entwicklung und héchsten Titer 
erreicht man mit Apfelsdiure (Nahrbéden Nr. 19 und 20). Gute Ergeb- 
nisse werden auch bei der Kultur in Nahrbdden mit Ammoniumsalzen 
der Malonsiure (Nahrboden Nr. 7), Citronensdure (Nr. 30), Milchsaure 
(Nr. 21), Essigsiure (Nr. 22 und Nr. 23) usw. erzielt. Die schwachste 
Entwicklung und niedrigsten Titer erhalt man in weinsdurehaltigen Nahr- 
béden (Tab. 2), da Weinsaure nur von einer unbedeutenden Anzahl von 
Mikroorganismen als Kohlenstoffquelle genutzt wird (STEPHENSON 1949). 
Die Ammoniumsalze der Oxalsiure (Naéhrboden Nr. 17) werden jedoch 
bei der Biosynthese der Penicillinase durch Bac. subtilis verwertet, obwohl 
die Oxalsiure von den Mikroorganismen nicht als Kohlenstoffquelle 
genutzt wird (STEPHENSON). 

Mit dem Abbau der Kohlenhydrate und der Gewinnung von Energie 
finden die Stoffwechselvorginge in der Zelle und die Biosynthese der 
Penicillinase noch nicht ihren AbschluB. Ebenso wesentlich ist der 
Stickstoff- bzw. EiweiBstoffwechsel, der in diesem Fall mit dem Kohlen- 
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stoff-Stoffwechsel eng verbunden sein diirfte, da als Stickstoffquelle 
einzig und allein die Ammoniumsalze der verwendeten Carbonsauren 
genutzt werden. 

Da die Bakterienzelle durch Aminisierung der Ketosdéuren Amino- 
siuren zu bilden vermag, so mu die Biosynthese der Penicillinase mit 
der Aminisierung der Brenztraubenséure zu Alanin, der «-Ketoglutar- 
siure zu Glutaminséure und der Oxalacetsiure zu Asparaginsaure 

in Zusammenhang gebracht 


1 rao werden. Diese Auffassung 
e----9 31 wird durch die Tatsache 
phd eames bestatigt, daB in Nahrbéden 
oh Dy tn: i, mit Asparagin als Stickstoff- 
oneensedee © 34 quelle (Nahrbéden Nr. 26, 
160 33 und 34) erheblich hohere 
Penicillinasetiter erhalten 

120 l werden (Abb. 2). 
“ | Es zeigt sich, daB der Peni- 
cillinasetiter in Nahrbéden 
i i | mit Glutaminsaure (Nahr- 
boden Nr. 31) 10 PzE/ml 
i sok nicht tiberschreitet, aber in 


nak Nahrbéden mit Glutamin- 

Penicillinase-Bildung auf verschiedenen Nahrbéden saure + Ammoniumsalz der 

Citronenséure (Nahrboden 

Nr. 32) bis auf 180 PzE/ml ansteigt (Abb.2). Wir sind der Meinung, 

da®B die Glutaminséure keine wesentliche Rolle bei der Penicillinase- 

synthese durch Bac. subtilis spielt und daB als Ergebnis des Carbon- 

sdure-Ammoniumsalz-Stoffwechsels Asparaginsdure erhalten wird, die 
dann am Aufbau der Penicillinase beteiligt ist. 


Tabelle 3. Penicillinasebildung bei anorganischen N-Quellen 


~~_Niihrboden 
aa Nr. 6 Nr. 14 Nr. 8 Nr. 5 
Tag Fie 
IV 1 1 0 1 
VII 40 10 0 10 
x 110 10 0 10 
XVII 200 5 0 10 
XXI 230 1 0 5 


An Hand weiterer Versuche stellten wir fest, daB Bac. subtilis nicht 
alle Arten von Ammoniumsalzen fiir die Synthese der Aminosiuren ver- 
wertet. In einigen Nahrbéden (Nr. 8, 14 und 5) verwendeten wir 
anorganische Ammoniumsalze (Ammoniumsulfat und Ammoniumphos- 
phat) als Stickstoffquelle. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse (Tab. 3) 
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waren in bezug auf die Penicillinase-Bildung duBerst unbefriedigend : der 
‘Titer stieg im Niahrboden Nr. 14 (mit Ammoniumphosphat) nicht iiber 
10 PzE/ml, wihrend sich der Mikroorganismus im Nahrboden Nr. 8 
(ebenfalls mit Ammoniumphosphat) uberhaupt nicht entwickelte. Ahn- 
liche Ergebnisse erhielten wir auch bei der Anwendung von Ammonium- 
sulfat (Naéhrboden Nr. 5). Dies fiihrt zu der Annahme, daB die organi- 


schen Ammoniumsalze vom Typ der verwendeten Carbonsaiureammo- 
niumsalze fiir die Penicillinase- 


synthese geeigneter sind. E 24 2] ae 

Der -Kohlenstoff--und Ei- 05 j7y|_— | Wa oa — bi 
weiBstoffwechsel hingt nicht © at 
nur vom Vorhandensein orga- ie ae | 
nischer Ammoniumsalze und ae A | 
Kohlenstoffverbindungen im we / 
Nahrboden ab, sondern auch 40 nia > 
von einer Reihe anderer Stoffe, ef 
die mittelbar oder unmittel- 1 | 
bar an der Transformation Aa 

0 5 10 5 20 25 Iolage 


dieser Stoffe in EiweiB beteiligt 
sind. In dieser Beziehung 
dirfte das Ferroammonium- 
citrat eine wesentliche Rolle spielen. Die mit Nahrbéden Nr. 6 (mit 
Ferroammoniumcitrat) und Nr.11 (ohne Ferroammoniumcitrat) durch- 
gefiihrten Versuche weisen erhebliche Unterschiede auf. Zuerst war die 
Bakterienentwicklung im Nahrboden stark verzégert; als siespater auftrat, 
hatte sie ein kérniges Aussehen und ging auf dem Kolbengrund vor sich, 
ohne Haut- und Pigmentbildung. Nach dem 12.—13. Tage verlief die 
Entwicklung aerob; es bildete sich an der Oberflache eine ungleichmafige 
Haut mit Warzen und Inseln, und die Flissigkeit klarte sich fast vollig. 
Noch spater trat eine kaum wahrnehmbare rosa-braéunliche Farbung der 
Haut ein. Die Penicillinase lieB sich verhaltnismabig spat (am 20. Tage) 
und in niedrigen Titern (10 PzE/ml) nachweisen. Bis zum 31. Tage stieg 
der Titer nicht tiber 50 PzE/ml. Dagegen verlief die Entwicklung im 
Nahrboden Nr. 6 (mit Ferroammoniumcitrat) schon in den ersten 1 bis 
2 Tagen aerob, unter Bildung einer zarten, spater aber groben, stark 
gekrauselten und stark pigmentierten Oberflichenhaut, wobei die 
Flissigkeit klar blieb. Bereits am 3. Tage betrug der Penicillinasetiter 
30 PzE/ml und stieg bis zum 18. Tage auf 110 PzE/ml an (Abb. 3). 

Folglich stimuliert das Ferroammoniumcitrat die Pigmentbildung 
durch die Zelle unter aeroben Entwicklungsbedingungen, wahrend das 
gebildete Pigment seinerseits wiederum eine wesentliche Rolle bei der 
Penicillinasesynthese durch den Mikroorganismus spielt. Beriicksichtigt 
man, da® Bac. subtilis bei der Ziichtung in gewohnlichen Nahrbéden 
11 


Abb. 3. Wirkung von Ferroammoniumcitrat 
auf die Bildung der Penicillinase 
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kein Pigment bildet (BERary 1948, KRrasILNrKoy 1949, Zron 1948), so 
ist es durchaus verstandlich, daB& sich der Stoffwechsel dieses Mikro- 
organismus in unseren synthetischen Néhrbéden wesentlich von dem Stoff- 
wechsel bei dessen Ziichtung in gewohnlichen Nahrbéden unterscheidet. 


Die Pigmentbildungsvorginge sind nicht vollig geklart. Bekanntlich ist die 
Pigmentbildung von der Anwesenheit von Mineralsalzen im Nahrboden, und zwar 
in erster Linie von Hisen-, Kupfer-Magnesium- und Phosphorsalzen abhangig. 
Rosrnson (1932) behauptet, daB Magnesium und Phosphate fiir die Pigmentbildung 
durch Pseudom. aeruginosa not- 
wendig seien; Hisen ist ein Bestand- 
teil mancher Atmungsfermente. 
Folglich diirften Ferroammonium- 
citrat, Magnesiumsulfat und Phos- 
phate im Nahrboden die Pigment- 
bildung férdern. Unsere Versuche 
sind nicht ausreichend, um die 
Rolle des Pigments bei der Bio- 

fh synthese der Penicillinase restlos 

0 5 10 1S 20 25 == 30 lage zu klaren, doch ausgehend von 

Abb. 4. Wirkung von Magnesium See = J agiient pe a2 ee 

auf die Bildung der Penicillinase ELE. Reihe won. Oxydations- und 

Reduktionsvorgingen in Gegen- 

wart verschiedener Cytochromen, 

Cytochromoxydasen, Flavoproteinen und Eisenporphyren verwirklicht werden, 

sind wir der Meinung, daB das gebildete Pigment an den Stoffwechselvorgingen 

teilnimmt und die Penicillinasesynthese fordert. Welcher Art die Veranderungen 

sind, die das Pigment bei diesen Vorgingen erfahrt, laBt sich allerdings schwer 
sagen. 


Kine wesentliche Rolle spielt bekanntlich auch das Magnesium in 
einer Reihe von Fermenten, die an den Phosphorylierungs- und Phos- 
phor-Stoffwechselvorgingen in der Zelle beteiligt sind. Die genaue 
Funktion des Magnesiums konnte aber bis heute nicht geklart werden. 
Jedenfalls wird durch die Anwesenheit von Magnesiumsulfat in unseren 
synthetischen Niahrbéden die Penicillinasesynthese stimuliert, und es 
muf daher angenommen werden, daB das Magnesium an der Kette dieser 
Oxydations- und Reduktionsprozesse beteiligt ist, die zur Penicillinase- 
produktion fithren. In Nihrbéden, die kein Magnesiumsulfat enthalten. 
(Nahrboden Nr. 35), ist die Penicillinasemenge nur unbedeutend (Abb. 4). 
Aber auch hier darf dieser Vorgang nicht isoliert betrachtet werden, 
sondern nur in enger Verbindung mit dem Mineralstoffwechsel als 
Ganzes und in Sonderheit mit dem Eisen- und Phosphorstoffwechsel. 

Die Anwesenheit von Phosphorsalzen (Monokaliumphosphat und 


Dikaliumphosphat) im Néhrboden stimuliert die Penicillinasebildung 
(Abb. 3). 


Bekanntlich treten die Phosphate als Phosphorquelle bei der Eiweif-Synthese 
aut. Es wurde mit Sicherheit festgestellt, daB die Phosphate auch an den Oxyda- 
tionsprozessen teilnehmen, die unter aeroben Verhiltnissen vor sich gehen. Beim 
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AtmungsprozeB bilden sich labile Phosphorverbindungen, die Energie zur Verwirk- 
lichung der verschiedenen energetischen Vorginge (Synthese der Citronensaure, 
EiweiBe, Fette u. a.) liefern. Bekannt ist die Rolle der Phosphorsalze bei der alkoho- 
lischen Garung oder deren Bedeutung fiir die energetischen Prozesse bei Muskel- 
kontraktionen usw. Lipman (1941) stellt fest, daB Lactobact. Delbriicki bei der Oxy- 
dation von Brenztraubensiure Acetylphosphat bildet. Ahnliche Erscheinungen 
beschreiben BaRRoN u. Jacos (1938) in bezug auf Strept. haemolyticus, STADTMAN u. 
BaRKER (1948) beziiglich Cl. klujverii u. a.m. Dabei sind nach Hummen u. Linp- 
BERG (1949) zwei Oxydations-Reduktionssysteme — Flavoprotein und Eisenpor- 
phyrin — am Phosphorylierungs- 
prozeB beteiligt, die die Uber- 


tragung der Elektronen in die eine r oe Ore A | 
oder andere Richtung verwirk- ~ 
uw O————> J I 
lichen und zwei entgegengesetzte St AVIREN oon | Se 
Reaktionen hervorrufen. Folglich Men ret s 
mu man hier den Phosphory- 1S AS all OI aver o 
lierungsproze8 mit der Aufspei- an 
cherung von Energie und den brite beri ee Ly 
WiederherstellungsprozeB, bei dem J 
groBe Hnergiemengen abgegeben 4 
werden, mit der Tatigkeit und 7” wv z 
Mitbeteiligung der Cytochrome und F [Ls aoa iecaeae 
Cytochromoxydasen in Verbindung oS = See 
bringen, d. h. mit dem von der phere 
Zelle gebildeten Pigment. 40 oad EE So eee 
Ks bleibt dann noch ibrig, Lt : 
die Rolle des Glycerins in der 0 r oe a 25 Tage = 
Biosynthese der Penicillinase Abb. 5. Wirkung von Glycerin auf die 
zu klaren. Zu diesem Zweck Bildung der Penicillinase 


wurden Versuche durchge- 

fiihrt mit Nahrbdden, die verschiedene Mengen Glycerin bzw. kein 
Glycerin enthielten. Die Ergebnisse sind aus der Abb. 5 zu ersehen. Wie 
daraus hervorgeht, findet in den Nahrbéden ohne Glycerin eine bedeu- 
tend langsamere Entwicklung von Bac. subtilis statt im Vergleich zu 
den glycerinhaltigen Nahrbdden, wobei sich auch eine unbedeutende 
nicht pigmentierte Oberflachenhaut bildet. Der Penicillinasetiter ist 
ebenfalls unbedeutend und betragt sogar am 29. Tage vom Beginn der 
Kultur weniger als 10 PzE/ml. Etwas besser, aber immer noch unbe- 
friedigend, ist die Entwicklung in Nahrbéden mit 1 oder 2% Glycerin, 
wobei der Penicillinasetiter nur unwesentlich héher ist. Eine optimale 
Entwicklung von Bac. subtilis Ic und hochste Penicillinasetiter erreicht 
man in Nahrbéden mit 4% Glycerin. Bei héheren Glyceringehalten 
(5 und 6%) fallt der Titer. 

Nach WERKMAN u. WILSON (1951) ist zur Bildung einer Oberflachenhaut Grund- 
bedingung, daB die Bakterienzelle an die Oberflache gedrangt wird. Folglich ist die 
relative Hydrophobie der Zelloberflache Voraussetzung zur Bildung einer solchen 
Haut. Nach Larson u. Larson (1932) bilden eine Reihe von Mikroorganismen 


(Esch. coli, Salm. typhosa, Bac. megaterium, Staph. aureus u. a.), die sich in gewohn- 
i) leas 
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lichen Nahrbéden sonst diffus entwickeln, bei Zusatz von 3% Glycerin eine ippige 
Haut an der Oberflache. Diese Erscheinung erklaren die erwahnten Autoren damit, 
daB das Glycerin an der Synthese der Fette teilnimmt, die sich in der Zelle an die 
Oberflache begeben und auf diese Weise deren Hydrophobie steigern. Dies fithre 
zur Verdrangung der Zelle an die Oberfliche, wo sie von der Oberflachenspannung 
festgehalten wird. 


Bekanntlich bildet Bac. subtilis auch in gew6hnlichen Nahrbéden eine 
gut ausgepragte Oberflichenhaut. Die Anwesenheit von Glycerin erhéht 
wahrscheinlich diese Fahigkeit, und dieser Umstand férdert wiederum 
die aerobe Entwicklung der Kultur und somit die Synthese der Peni- 
cillinase, die, wie bereits erwahnt, unter aeroben Verhaltnissen statt- 
findet. Es ist selbstverstandlich, daB die Bildung der Oberflachenhaut 
nicht allein mit dem Glycerin im Nahrboden in Zusammenhang ge- 
bracht werden darf. Wir erwahnten bereits, da sich der Mikroorganis- 
mus in Gegenwart von Glucose, trotz Anwesenheit von Glycerin im 
Nahrboden, diffus und anaerob entwickelt, wobei auch ein Glucoseabbau 
vor sich gehen kann. Folglich darf auch dieser Prozefs der Hautbildung 
auf der Oberflache nicht isoliert, sondern nur in Verbindung mit dem 
gesamten Stoffwechsel der Zelle betrachtet werden. 


Obwohl unsere Versuche keinen volligen Einblick in den intimen 
Mechanismus der Biosynthese der Penicillinase durch Bac. subtilis ver- 
mitteln, so lassen sich doch gewisse allgemeine Schliisse ziehen, nach 
denen die Grundbedingungen fiir die Ziichtung der Bakterien sowie der 
Grundcharakter des Nahrbodens bei der Penicillinaseproduktion be- 
stimmt werden kénnen. Auf Grund dieser Versuche haben wir einen neuen 
synthetischen Nahrboden (Nr. 37 in Tab. 1) zusammengestellt, der 
sich fiir die Erzeugung hoher Penicillinasemengen als sehr vorteilhaft 
erwiesen hat. AuBerdem 1ai8t dieser Nahrboden infolge seines geringen 
Gehalts an EiweiBen eine leichte Reinigung des Praparats zu. 


Zubereitung des Naihrbodens: Die Siuren werden in 100 ml Wasser gelést und 
mit Ammoniak bis auf px 7,2—7,4 neutralisiert; danach werden die iibrigen 
Komponenten zugesetzt, die Reaktion des Naihrbodens erneut korrigiert und der 
Nahrboden im Autoklav bei 120° C sterilisiert. 


Zusammenfassung 


Die Penicillinase ist ein Produkt komplizierter Stoffwechselvorginge 
und das Ergebnis des Vorhandenseins bestimmter Stoffe im Nahrboden. 
Durch Veranderungen des Kohlenstoff-, Stickstoff- und Mineral-Stoff- 
wechsels in der Zelle wird die Biosynthese der Penicillinase giinstig oder 
unginstig beeinfluBt. Bac. subtilis verwertet verhaltnismaBig gut die 
Ammoniumsalze der Carbonsiuren als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle 
bei der Penicillinasesynthese. Notwendig sind aber auch Kisen-, 
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Magnesium- und Phosphorsalze. Glycerin fordert die aerobe Entwicklung 
der Kultur und damit auch die Penicillinasesynthese. 

Auf Grund dieser Untersuchungen wird ein neuer synthetischer Nahr- 
boden zum Erhalt einer hohen Penicillinaseproduktion vorgeschlagen. 
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Einflu8 der Kulturfiltrate von Mikroorganismen 
auf die Abgabe von Scopoletin 
aus den Keimwurzeln des Hafers (Avena sativa L.) 


Von 
PETER MARTIN 


( Eingegangen am 16. November 1957) 


Die von EBERHARDT (1954, 1955) festgestellte Abgabe von Scopoletin 
(6-Methoxy-7-oxycumarin) aus den Keimwurzeln des Hafers hat sich 
im Verlauf weiterer Untersuchungen (MARTIN 1956, 1957) als empfind- 
licher MaBstab fiir den physiologischen Zustand der Haferwurzelzellen 
erwiesen. Es zeigte sich, daf um so mehr Scopoletin aus der Wurzel 
abgegeben wird, je ungiinstiger die abiotischen Faktoren fiir das Ge- 
deihen der Haferkeimlinge sind. Darin diirfte sich eine Schwachung der 
Vitalitat der Zellen aéuBern, die sich, wenigstens wahrend der Versuchs- 
dauer (maximal 7 Tage), nicht durch eine Hemmung des Wurzelwachs- 
tums bemerkbar zu machen braucht und die daher wohl auch reversibler 
Natur ist. Die meist auferordentlich geringen Scopoletinmengen diirften 
durch passive Translokation aus der Wurzel in das umgebende Medium 
gelangen. Weiter konnte festgestellt werden (MARTIN 1957), daB die An- 
wesenheit von Bakterien in der Kulturfliissigkeit der Haferpflanzen 
einen erhéhten Scopoletinverlust der Keimwurzeln zur Folge hat. Dieser 
Befund verbindet das Problem der Abgabe organischer Verbindungen 
aus den Wurzeln mit dem der wechselseitigen Beziehungen von héheren 
Pflanzen und Mikroorganismen im Boden in ganz besonderer Weise. Er 
diente daher als Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchungen. 


Methodik 


Kine genaue quantitative Erfassung auch sehr geringer Mengen von Scopoletin 
war durch die auBerordentlich starke Fluorescenzintensitat der gelésten Substanz 
ermoglicht. Fiir die Berechnung der Absolutwerte des Scopoletins muBten folgende 
Gegebenheiten beriicksichtigt werden: 1. Fluorescenzwerte des Scopoletins in der 
Kulturfliissigkeit der Haferpflanzen bei pu 5,4 und py 9,1 (bestimmt im Spektral- 
photometer mit Zusatzteilen bei einer Wellenlinge des erregenden Lichts von 
366 mu). 2. px-Abhangigkeitskurven der Fluorescenz von Scopoletin, Scopoletin- 
glykosid und einem weiteren noch nicht naher bekannten fluorescierenden 


Kinflu8 der Kulturfiltrate von Mikroorganismen 155 


Glykosid der Haferwurzel (vgl. Goopwin u. Potnock 1954). 3. Kichkurve von 
Scopoletin!. 

Die Kultur der Haferkeimlinge erfolgte unter sterilen Bedingungen in Reagens- 
rohrehen (Lange 16cm, @ 1,5cm), in welche ein Glasrost als Auflage eingefiigt war. Die 
desinfizierten Karyopsen wurden zunachst in sterile Petrischalen eingelegt und 
nach der Keimung in die Réhrchen, die bis zur Auflage mit Nahrlosung nach 
Kwor angefiillt waren, iibertragen. 

Beziiglich zahlreicher Kinzelheiten der Methode muB8 auf Martin (1957) ver- 
wiesen werden. In Anpassung an die vorliegende Versuchsfrage war jedoch folgende 
Modifizierung des dort beschriebenen Versuchsablaufes notwendig: Die Hafer- 
pflanzen wurden zunachst in der iiblichen Weise steril kultiviert (3 Pflanzen je 
Reagensréhrchen) bis die Wurzeln eine Lange von 3—4 cm erreicht hatten. In 
diesem Stadium der Entwicklung, das bei einer Temperatur von 25° C 28 Std nach 
dem Einsetzen der Keimlinge in dio Réhrchen erreicht war, wurde die Nahrlésung 
vorsichtig abgegossen und durch die keimfreie Testfliissigkeit crsetzt. Die Fliissig- 
keit der Kontrollréhrchen wurde gegen frische sterile Nahrlésung ausgetauscht 
(simtliche Arbeiten unter sterilen Bedingungen). Die Auswertung der Versuche er- 
folgte 24—28 Std spator, eine langere Kultur schien wegen eventueller Wiederauf- 
nahme des Scopoletins (vgl. Martin 1957) nicht zweckmaBig. Durch Mikroorganis- 
men verunreinigte Réhrchen wurden aussortiert. Zu Beginn des eigentlichen Testes 
wurde die mittlere Ausgangslange anhand von 30 Pflanzen, die aus dem Versuch 
yenommen wurden, bestimmt. Der festgestellte Wert diente als Grundlage fiir die 
Berechnung der Zuwachswerte der Testpflanzen. 

MeBeinheit fiir die Wurzel war die jeweils langste Keimwurzel. Die Berechnung 
des mittleren Fehlers erfolgte nach der Formel: 


“ SE. 
hes Va 


Versuchsergebnisse 


1. Beeinflussung der Scopoletinabgabe durch Kultur filtrate 

von Bakterien 

Der fiir den Test verwendete Bakterienstamm (bewegliche, gramnegative Kurz- 
stabchen) war aus einem zufallig verunreinigten HaferkulturgefaB eines fritheren 
Sterilversuches gewonnen worden. Als Kulturfliissigkeit fiir die Bakterien wurde ein 
Medium von der Zusammensetzung der Knopschen Nahrlésung mit einem Zusatz 
yon 6 g/l Glucose und 0,6 g/l Asparagin verwendet. Der mit NaOH eingestellte 
pu-Wert betrug 6,5. Die Entwicklung der Mikroorganismen, die schon bei einem 
geringen Glucosezusatz in Knopscher Nahrlésung in Gegenwart der Haferpflanzen 
recht gut war, blieb in dem genannten Medium ohne Wurzeln offenbar durch das 
Fehlen abgegebener Wurzelstoffe relativ gering. Nach einer Kulturdauer von 
6 Tagen bei 27° C wurde die Kulturfliissigkeit tiber Membranfiltern entkeimt. Das 
Filtrat wies eine schwache Fluorescenz auf, deren Intensitat bei der Berechnung 
der Scopoletinwerte abgezogen wurde. 

Aus Tab.1 geht hervor, daB der Stoffverlust der Haferpflanzen durch 
das Kulturfiltrat der Bakterien ebenso wie durch die unmittelbare An- 
wesenheit der Organismen in der Nahrfliissigkeit der Haferpflanzen (vgl. 
Martin 1957) wesentlich geférdert wird. Die Stoffabgabe der Wurzel 

1 Fir die Uberlassung einer Probe Scopoletin bin ich Herrn Dr. Gorvin und 
Herrn Dr. Suarp von den Wellcome Laboratories for Tropical Medicine, London, zu 
Dank verpflichtet. 


156 P. Martin: 


wird durch die bakteriellen Stoffwechselprodukte in weit starkerem 
Mae beeinfluBt als das Lingenwachstum. Als abgegebene Substanz 
war praktisch nur Scopoletin nachzuweisen. Die bei friitheren Ver- 
suchen (Martin 1957) unter anderen Bedingungen aufBerdem aufge- 
fundenen Verbindungen (Scopoletinglykosid und ein weiteres un-— 
bekanntes Glykosid) traten hier nicht merklich in Erscheinung. Durch 
einen besonderen Versuch konnte gesichert werden, dai die unbewach- 
sene Bakteriennaéhrlésung in der entsprechenden Verdiinnung fiir die 
Scopoletinabgabe und das Wurzelwachstum wahrend der Testdauer 
bedeutungslos ist. 


Tabelle 1. HinfluB eines Kulturfiltrats von Bakterien auf Scopoletinabgabe 
und Entwicklung von Haferkeimlingen 
4 Wiederholungen je Versuchsglied. 9 Pflanzen je Wiederholung. Testdauer 24 Std. 
Mittlere Wurzellange zu Beginn des Testes 30,2 mm, mittlere Coleoptillange 14 mm 


be ie! y Scopoletin je Gramm Y sea ing 3 
zu Nahrlésung Wurzeltrockengewicht Wurzel | Coleoptile + Mesocotyl 
mm mm 
} | 

reine 

Nahrlosung | 27,8 + 1,74 29,8 + 1,75 25,1 + 0,83 
Les | 64,8 + 3,9 28,5 + 1,11 27,4 + 0,29 
Tes 112,0 + 5,83 21,5 + 0,8 27,0 + 0,1 


Wahrscheinlich handelt es sich bei den Bakterienformen, welche 
die Scopoletinabgabe der Keimwurzeln zu_beeinflussen vermogen, 
um Begleitorganismen von Haferkérnern. Es bestehen namlich An- 
haltspunkte dafiir, da die bakteriellen Infektionen, die wiederholt in 
Sterilkulturen auftraten, von Keimen ausgingen, die den Haferkérnern 
an Stellen anhafteten, welche fiir das Desinfektionsmittel schwer zu- 
ginglich waren. Eine solche Verunreinigung fiihrte iibrigens nicht in 
jedem Fall zu einer erhdhten Scopoletinanreicherung im Kulturmedium 
der Haferpflanzen, eine Erscheinung, die auf die unterschiedlichen 
physiologischen Fihigkeiten verschiedener Bakterienformen zuriickzu- 
fiihren sein diirfte. 


2. Beeinflussung der Scopoletinabgabe durch Kultur filtrate 
von Pilzen 
a) Fusarium moniliforme Sheld. 
Vorversuche lieBen bereits erkennen, da®B~ das Kulturfiltrat von 
Fusarium moniliforme! die Scopoletinabgabe von Haferwurzeln wesent- 
lich erh6ht. Der Pilz kommt in der Natur an Gramineen, namentlich an 


Getreide vor und tritt dort zum Teil schadigend auf (WOLLENWEBER u. 
REINKING 1935). 


* Aus der Sammlung des Instituts. 
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Als Kulturmedium fiir den Pilz war die Nahrlosung nach Knop mit einem Zusatz 
von 8 g/l Glucose geeignet. Nach 14 tagiger Kulturdauer (25° C) wurde die Fliissig- 
keit durch Membranfiltration fiir den Test vorbereitet. Das Filtrat zeigte eine 
schwach gelbliche Farbung und eine geringe Fluorescenz in ahnlicher Farbe. 

Nach Tab. 2 tritt die maximale Scopoletinabgabe bei der Verdiinnung 
1:50 ein. Die geringste der angewendeten Konzentrationen (1 : 500) 
fiihrt noch zu einer deutlichen Erhéhung der Scopoletinwerte. Bei dieser 
Konzentration wie auch bei der nachst héheren ist das Langenwachstum 


Tabelle 2. HinfluB des Kulturfiltrats von Fusarium moniliforme 
auf Scopoletinabgabe und Entwicklung von Haferkeimlingen 
4—6 Wiederholungen (je 9 Pflanzen) je Versuchsglied. Testdauer 25 Std. Mittlere 
Wurzellange zu Beginn des Testes 35,4mm, mittlere Coleoptillinge 14,6 mm 


Verhiiltnis Sa Zuwachs 
on rPilncilinak y Scopoletin je Gramm i uit ih. 
Ra oeune Wurzeltrockengewicht Wurzel Coleoptile + Mesocotyl 
mm mm 

reine | 

Nahrlésung 26,4 + 1,18 | 27,38 + 1,11 | 23,5 + 0,49 
1: 500 34.0 sole? 27,3 + 0,98 23,4 + 0,62 
1: 100 | 87,5 + 4,69 | 28,6 + 1,09 24,0 + 0,34 
1350 | 110,0 + 3,48 24,7 + 1,15 | 23,4 + 0,37 
1:10 96,3 + 8,3 | 4,9 + 0,8 | 20,0 + 0,25 
£25 14,.0+ 0,92 | 0,4 + 0,9 16,0 + 0,76 


der Wurzel wahrend der Versuchsdauer nicht beeinfluBt. Die Hinwirkung 
der pilzlichen Stoffwechselprodukte kommt also auch hier durch die ab- 
gegebene Scopoletinmenge viel stirker zum Ausdruck als durch die Hemmung 
des Wurzelwachstums. Die Abgabe bei der starksten Konzentration 
(Verdiinnung 1:5) ist bei praktisch vélliger Wachstumshemmung der 
Wurzel vermindert. Sowohl die gewonnenen MefBwerte als auch ergian- 
zende papierchromatographische Untersuchungen lieBen erkennen, dah 
die Fluorescenz des Wurzelwassers praktisch nur auf Scopoletin zuriick- 
zufiihren ist. 

Eine Abgabe weiterer Substanzen kann auf Grund photometrischer Messungen 
in Anlehnung an die Methode von Stentip (1948) vermutet werden: In Knopsche 
Nahrloésung mit einem Zusatz des Kulturfiltrats von Fusarium moniliforme im Ver- 
haltnis 1: 50 wurden abgetrennte Wurzeln 3!/, Tage alter Pflanzen eingelegt (Wur- 
zellange etwa 7 cm). Bei der nach 5 Std vorgenommenen Messung waren unter 
Beriicksichtigung der abgegebenen Scopoletinmenge die Extinktionswerte fiir die 
Flissigkeit mit dem Zusatz des Pilzfiltrats etwas hoher als fiir die Nahrlésung 
ohne diesen Zusatz (gemessen gegen die jeweilige Ausgangslésung). Dem Ergebnis 
kommt jedoch keine groBe Sicherheit zu infolge der mit der geringen Konzentration 
der abgegebenen Stoffe verbundenen starken Strewung der Werte und der Ver- 


wendung abgeschnittener Wurzeln. 

Die verstarkte Abgabe von Scopoletin unter dem EinfluB der pilzlichen 
Stoffwechselprodukte kénnte einmal auf einer Erhdhung des Scopo- 
letinspiegels in der Wurzel, zum anderen auf einem erleichterten Austritt 
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der Substanz aus der Zelle beruhen. Im Zusammenhang mit der ersten 
Méglichkeit sei erwahnt, daB Best (1936, 1944) und Mayer (1956) in 
nekrotischem Blattgewebe von Tabak eine gewisse Scopoletinanreiche- 
rung feststellen konnten; ANDREAE u. ANDREAE (1949) beobachteten 
eine Erhéhung des Scopoletingehalts in virésen Kartoffelknollen. Um 
iiber diesen Punkt der Einwirkung der pilzlichen Stoffwechselprodukte auf 
die Haferwurzel eine Aussage machen zu kénnen, wurde die Scopoletin- 
menge in beeinflu&ten und unbeeinfluBten Wurzeln quantitativ unter- 
sucht. 

Wurzeln von Pflanzen, die in der iiblichen Weise kultiviert worden waren (Ver- 
diinnung 1: 100 und Kontrolle), wurden 72 Std bei Zimmertemperatur mit Aceton 
extrahiert (7 Parallelen mit je 12 Pflanzen fiir jedes Versuchsglied). Das Scopoletin 


wurde iiber die papierchromatographische Entwicklung des Extraktes isoliert und 
nach Eluieren die Fluorescenzintensitaét in Wasser bei px 9,1 gemessen. 


Kine Differenz im Scopoletingehalt beeinfluBter und nicht beeinfluBter 
Wurzeln konnte nicht festgestellt werden. Die Scopoletinmenge in der 
Wurzel war auch hier in Ubereinstimmung mit den friiheren Werten 
(MarTIN 1957) sehr gering. Sie konnte mit 25 y, bezogen auf 1 Gramm 
Trockensubstanz der extrahierten Wurzelmasse, bestimmt werden; die 
abgegebene Menge der Kontrollpflanzen betrug wahrend der Testdauer 
41 y und die der beeinfluBten Pflanzen 97 y. Daraus ergibt sich, daB die 
Scopoletinmenge im Kulturmedium diejenige in der Wurzel selbst 
tbertrifft, auch dann, wenn ein gréBerer Substanzverlust wahrend der 
Aufbereitung des Extrakts in Rechnung gestellt wird. 

Wenn auch eine Scopoletinanreicherung in der Wurzel durch die Ein- 
wirkung des pilzlichen Filtrats nicht eintritt, so wird gleichwohl die 
Scopoletinproduktion der Zellen stark geférdert. Diese Erscheinung 
konnte aus dem Bestreben der Pflanze verstanden werden, das aus- 
diffundierende Scopoletin zu ersetzen und ware dann als Folge einer 
eingetretenen Gleichgewichtsverschiebung aufzufassen. Das  wiirde 
aber voraussetzen, dal die pilzlichen Stoffe in einer Weise auf die 
Pflanze einwirken, welche den Austritt des Scopoletins aus der Zelle 
begiinstigt. 

Kinwirkungen pilzlicher Toxine auf die osmotischen Eigenschaften 
der Plasmamembran wurden schon verschiedentlich beschrieben. Nach 
der von GAUMANN u. JAAG (1946, 1947) aufgestellten Theorie tiber das 
Zustandekommen der irreversiblen toxigenen Welke bei Tomaten ist die 
primare Ursache dieser Erscheinung in einer Schadigung der Permeabili- 
tat der Plasmagrenzschichten zu suchen (vgl. auch LINSKENS 1955). 
Fusarinsiiure, Enniatin A, Patulin, Penicillsaure, Streptomycin und 
Aureomycin schiidigen die Permeabilitat der Protoplasten schon in 
geringen Konzentrationen und werden deshalb als spezifische Osmosegifte 
bezeichnet (GAuMANN, Narr-Roru, REUSSER u. AMANN 1952) 
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Im Hinblick auf die mégliche Wirkungsweise der physiologisch aktiven 
Substanzen im Filtrat von Fusarium moniliforme verdienen aber auch 
die Untersuchungen von BacHMANN (1956) besonderes Interesse. Da- 
nach ist die Storung der Wasserpermeabilitat durch die von Fusarium 
lycopersici Sacc. gebildete Fusarinsdéure nicht auf eine Schaidigung der 
osmotischen, sondern der nichtosmotischen Wasseraufnahme zuriick- 
zufiihren. Nach Bogen u. FotuMann (1955) wird im Zusammenhang 
mit dem Mechanismus der nichtosmotischen Wasseraufnahme, der vom 
Funktionieren des Stoffwechsels abhangig ist, ein Wasseranteil in der Zelle 
auch gegen ein osmotisches Gefalle festgehalten. Dieser Anteil kann durch 
die Kinwirkung von Stoffwechselgiften (Natriumazid) freigesetzt werden. 

Auch Anelektrolyte werden zu einem Teil nichtosmotisch aus hyper- 
tonischen Losungen aufgenommen (Lit. bei BoGEn 1954). Die nicht- 
osmotische Komponente kann hier ebenfalls durch Stoffwechselgifte 
ausgeschaltet werden (BOGEN u. FoLLMANN 1955). Es bestehen demnach 
in der Zelle vielleicht physiologische Mechanismen, die eine aktive Auf- 
nahme organischer Stoffe wnd thr Festhalten in der Zelle bewirken. Nach 
STENLID (1948) lést das auch von BoGEN u. FOLLMANN (1955) sowie 
BacHMANN (1956) verwendete Atmungsgift Natriumazid mit steigender 
Konzentration bei gehemmter Atmung eine zunehmende Ab gabe nicht 
naher definierter organischer Verbindungen von abgetrennten Keim- 
wurzeln aus. Natriumazid beeinfluBt nach BoGEN u. FOLLMANN (1955) 
die Permeabilitaét wahrscheinlich nicht. 

Auch die aktiven Stoffwechselprodukte von Fusarium moniliforme kénnten 
in Analogie zu der von BacuMaNnN (1956) festgestellten Storung der 
wasseraufnehmenden und wasserhaltenden Krafte durch Fusarinsaure 
den physiologischen Mechanismus schiidigen, der normalerweise den Aus- 
tritt des Scopoletins aus der Zelle verhindert. Ahnlich wie Natrium- 
azid als Stoffwechselgift die nichtosmotische Aufnahme verschiedener 
Diosmotica beeinflu&t (BoGEN u. FoLLMANN 1955), konnte sich auch die 
Wirkung der pilzlichen Toxine auf die Abgabe verschiedener Verbin- 
dungen erstrecken, sie miiBte also fiir die Scopoletinabgabe nicht spezifisch 
sein. 

Die Beantwortung der Frage, inwieweit die vermehrte Scopoletin- 
abgabe durch eine solche Stérung physiologischer Mechanismen ver- 
ursacht wird, bzw. inwieweit eine Erhéhung der Permeabilitat wher eine 
Anderung der physikalisch-chemischen Struktur der Plasmamembran 
erfolgt, mu weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 


b) Penicillium expansum 
Als weitere Pilzart wurde Penicillium expansum zu den Untersuchun- 
gen tiber die Beeinflussung der Abgabe fluorescierender Substanzen aus 
der Haferwurzel herangezogen. 
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Im Gegensatz zu der vorher gepriiften Fusarium-Art wird von 
Penicillium expansum der Austritt des Scopoletins nicht erhéht, auch 
dann nicht, wenn eine deutliche Wachstumsdepression der Wurzel zu 
verzeichnen ist (Tab. 3). Es ist also hier der bei den bisherigen Versuchen 
(vgl. auch Martin 1957) noch nicht beobachtete Effekt aufgetreten, daB 
ein negativer HinfluB auf das Wurzelwachstum nicht mit einer erhéhten 
Abgabe von Scopoletin verbunden ist. Ein enzymatischer Abbau des Sco-_ 
poletins durch pilzliche Stoffe im Filtrat liegt nicht vor. 


Tabelle 3. HinfluB des Kulturfiltrats von Penicillium expansum auf Scopoletinabgabe 
und Entwicklung von Haferkeimlingen 

4—5 Wiederholungen (je 9 Pflanzen) je Versuchsglied. Mittlere Wurzellange zu 

Beginn des Testes 34,9mm, mittlere Coleoptillange 14,8 mm. Testdauer 25 Std 


porn Z h 
gas t y Scopoletin je Gramm = - . aRPeTO 
teary Wurzeltrockengewicht Wurzel Coleoptile + Mesocotyl 
zu Nahrlésung ae ee, 
reine 
Nahrlésung 25,0 + 1,25 31,0 + 0,73 | 25,3 + 0,41 
1: 500 26,4 + 0,95 30,2 + 0,94 / 24,3 + 0,39 
1: 100 | 27,0 + 1,03 27,5 + 0,88 24,1 + 0,5 
1:10 15,1 + 0,49 12,2 + 0,93 | 23,3 + 0,58 


Nebenbei sei festgehalten, dal Penicillium expansum bei einem 7mal 
groBeren Trockengewicht der Pilzmasse (bei etwa gleich langer Kultur- 
dauer und gleicher Menge Kulturfliissigkeit) in der Verdiinnung 1: 10 
eine geringere Wirkung auf das Wurzelwachstum von Haferpflanzen 
austbt als Fusarium moniliforme (vgl. Tab. 2 u.3). 


Tabelle 4. Hinflug des Kulturfiltrats eines von Haferkérnern isolierten Pilzes auf 
Scopoletinabgabe und Entwicklung von Haferkeimlingen 
4 Wiederholungen (je 6—9 Pflanzen) je Versuchsglied. Testdauer 24 Std. Mittlere 
Wurzellinge zu Beginn des Testes 30 mm, mittlere Coleoptillinge 14,2 mm 
ee 
Verhiiltnis Zuwachs 


3 Scopoletin je Gramr 
von Pilzfiltrat 4 ‘ Meena 


pig rey Hees Wurzeltrockengewicht | Wurzel Coleoptile + Mesocotyl 
a mm mm 
reine 
Nahrlésung 24,1 -+ 1,32 24,8 + 1,07 26,1 + 0,35 
17 41,3 + 3,87 18,6 + 0,88 27,5 + 0,5 
1:3 77,3 + 3,82 15,5 + 1,32 24,8 + 0,45 


c) Unbekannter Pilz 


Auch die Wirkung eines pilzlichen Begleiters der Haferkérner auf die 
Abgabe von Scopoletin aus den Wurzeln konnte nachgewiesen werden. 
Der isolierte Pilz trat wiederholt an desinfizierten Haferkérnern auf und 
entwickelte sich méglicherweise vom Innern der Karyopse her. (Uber 
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Vorkommen von Pilzen in Karyopsen und Samen vgl. NrwrHaMMER 
1939, Marcus 1942, Scowarz-KRAEPLIN 1947.) 

Der Pilz konnte nicht niher bestimmt werden, da er sich auf ver- 
schiedenen Nahrbéden steril verhielt. Die Priifung seiner Wirksamkeit auf 
die Permeation des Scopoletins wurde nur mit zwei Verdiinnungsstufen des 
Kulturfiltrats vorgenommen. Der Versuch, dessen Ergebnis in Tab. 4 
dargestellt ist, tragt daher mehr orientierenden Charakter. Von den 
fluorescierenden Substanzen der Wurzel wird auch hier fast ausschlieB- 
lich Scopoletin abgegeben. Die durch die toxischen Stoffwechselprodukte 
dieses Pilzes bewirkte Erhéhung der Scopoletinabgabe ist, gemessen an 
der Hemmung des Wurzelwachstums, nicht so stark wie die von Fusa- 
rium moniliforme. 


3. Hinflup von Patulin auf die Scopoletinabgabe 


Patulin, ein ungesattigtes Lacton, wird von verschiedenen Pilzen u. a. 
von Penicillium expansum gebildet. Es ist ein starkes Plasmagift 
(Welketoxin), tiber dessen pflanzenpathogene Higenschaften u. a. GAU- 
MANN u. JAAG (1947) sowie GAUMANN, NAEF-Rotu, REUSSER u. AMANN 
(1952) berichtet haben. Sein EinfluB auf die Permeabilitat des Plasmas 
und seine Bildung durch Penicillium expansum lieBen eine Unter- 
suchung der Wirkung dieses Toxins auf die Scopoletinabgabe lohnend 
erscheinen. 


Tabelle 5. Einflup von Patulin auf Scopoletinabgabe und Entwicklung 
von Haferkeimlingen 
4 —5 Wiederholungen (je 9 Pflanzen) je Versuchsglied. Testdauer 25 Std. Mittlere 
Wurzellinge zu Beginn des Testes 36,2 mm, mittlere Coleoptillange 14,9 mm 


Zuwachs 
Konzentration © y Scopoletin je Gramm a 
Mol/1 Wurzeltrockengewicht Wurzel Coleoptile + Mesocoty] 
mm mm 

reine | 

Nahrlosung 32,9 + 1,39 27,6 + 1,78 25,1 + 0,39 
Hie? 24,7 + 2,01 29,5 + 1,05 26,6 + 0,72 
Os? 20,4 + 1,52 27,9 + 1,29 26,7 + 0,49 
Ose 5,9 -- 0,56 17,6 + 1,93 24,2 + 0,48 
Ome 26,9 + 2,161 2,5 + 0,88 | 18,3 -- 0,4 


1 Der Wert bezicht sich auf die Gesamtheit der abgegebenen fluorescierenden 
Substanzen (berechnet nach Scopoletin). 


Gemessen an der Verkiirzung von Gewebestreifen liegt der Schwellen- 
wert fiir die Schadigung der osmotischen Eigenschaften von Tomaten- 
blattern durch Patulin bei 1,3-10-* molar (GAuMANN, Narr-RoTH, 
REvssER u. AMANN 1952). Patulin zihlt daher zu den ausgesprochenen 
Osmosegiften. Uberraschenderweise auBert sich aber die Wirkung des 
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Toxins auf Haferwurzeln nicht in einer Zunahme, sondern in einer Ab- 
nahme der Scopoletinabgabe (Tab. 5). Diese Verminderung ist bei allen 
gepriiften Konzentrationsstufen zu verzeichnen. Eine Hemmung des 
Wurzel- und Coleoptilenwachstums macht sich bei einer Patulinkonzen- 
tration von 10 mol bemerkbar. 

Es ist bekannt, daB die Wirkungsweise des Patulins nicht auf die 
osmotischen Eigenschaften der Zelle beschrankt ist. Eine weitere Wir- 
kungsméglichkeit beruht nach MrescHEr (1950) auf der Inaktivierung 
von SH-Gruppen. Die Ursache fiir die Hemmung der Scopoletinabgabe 
diirfte in einem solchen Eingreifen des Patulins in den Stoffwechsel der 
Zelle zu suchen sein. Es sei in diesem Zusammenhang vermerkt, daB sich 
nach der rein optischen Beurteilung von Papierchromatogrammen, auf 
die Hei®wasserextrakte beeinfluBter und unbeeinfluBter Wurzeln auf- 
getragen worden waren, keine Anhaltspunkte fiir eine entsprechende 
Verminderung der Scopoletinmenge in der Wurzel ergaben. 

Wahrend bei den Konzentrationsstufen 10~° bis 10-7 mol praktisch 
nur Scopoletin abgegeben wird, ist die Substanz bei der Konzentration 
10-4 mol trotz der wieder ansteigenden Fluorescenzintensitat des Wur- 
zelwassers kaum mehr vorhanden. Die fast véllige Hemmung des Wurzel- 
wachstums bei dieser Konzentrationsstufe weist auf eine tiefgreifende 
Schadigung oder ein Absterben der Zellen hin. 

Die Tendenz der Abnahme der Scopoletinabgabe mit steigender Kon- 
zentration ist dem Patulin und den wirksamen Komponenten im Kultur- 
filtrat von Penicillium expansum gemeinsam. Es kann daher ange- 
nommen werden, daf} Patulin auch an der Wirkung des Pilzfiltrates auf 
die Haferwurzeln beteiligt ist. 


4. KinfluB von Penicillin auf die Scopoletinabgabe 

Die Wirkung von Penicillin auf Keimung und Entwicklung der héheren 
Pflanzen ist im Vergleich zu der anderer Antibiotica relativ gering 
(WricHT 1951, ScHEFFER u. KioKr 1954). Die osmotischen Higen- 
schaften der Protoplasten von Tomatenblittern werden bis zu einer 
Konzentration von 1,69 -10-? mol nicht geschidigt (GAUMANN, NAEF- | 
Roru, Reusser u. AMANN 1952). 

Auch die Wirkung des Penicillins auf die Abgabe von Scopoletin ist 
nicht sehr gro (verwendet wurde das Na-Salz des Penicillin G). Sie 
iuBert sich bei einer Konzentration von 10-% mol in einer Erhéhung 
(Tab.6). In der Kulturfliissigkeit tritt bei dieser Konzentration praktisch 
nur Scopoletin auf. Im Gegensatz dazu ist die Verbindung an der gegeniiber 
der Kontrolle erniedrigten Fluorescenzintensitat der Kulturfliissigkeit 
bei der Konzentration 10-2 mol nur in relativ geringem Mabe beteiligt. 


Das Wurzelwachstum ist bei dieser Versuchsstufe fast vollig unter- 
driickt. 
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Das Laingenwachstum von Coleoptile einschlieBlich Mesocotyl wird, 
wie auch bei den vorhergehenden Versuchen, weniger als das der Wurzel 
gehemmt. 


Tabelle 6. HinfluB von Penicillin auf Scopoletinabgabe und Entwicklung 
von Haferkeimlingen 
4—5 Wiederholungen (je 9 Pflanzen) je Versuchsglied. Testdauer 25 Std. Mittlere 
Wurzellange zu Beginn des Testes 36,2 mm, mittlere Coleoptillinge 14,9 mm 


Konzentration y Scopoletin je Gramm | __ is eres senenint me = 
Mol/1 Wurzeltrockengewicht Wurzel Coleoptile + Mesocotyl 
mm mm 
reine 
Nahrlésung 34,0 + 2,38 25,7 + 1,66 24,1 + 0,27 
10-6 33,8 + 0,81 25,3 + 0,59 24,1 + 0,39 
10-4 38,7 + 1,19 24,0 + 1,28 24,2 + 0,2 
10-3 59,0 + 3,7 20,3 + 1,26 23,0 + 0,38 
10-2 (12,8 + 1,51) 1,3 + 0,46 16,3 + 0,55 


1 Der Wert bezieht sich auf die Gesamtheit der abgegebenen fluorescierenden 
Substanzen (berechnet nach Scopoletin). Der Scopoletinanteil betragt etwa 30%. 


Diskussion 


Die Versuche haben gezeigt, dai mikrobielle Stoffwechselprodukte in 
der Kulturflissigkeit von Haferkeimlingen beziiglich der Abgabe von Sco- 
poletin aus den Wurzeln sehr unterschiedliche Wirkungen hervorrufen 
kénnen. Wahrend auf der einen Seite die Abgabe des Scopoletins stark 
gefordert wird (z.B. durch Pus. moniliforme), tritt auf der anderen eine 
deutliche Hemmung ein (z. B. durch Patulin). Die Fahigkeit gewisser 
Organismen, einen Austritt organischer Stoffe aus der Wurzelzelle zu 
veranlassen, beansprucht im Hinblick auf die Gemeinschaft von héheren 
Pflanzen und Mikroorganismen im Boden besonderes Interesse. 

Zam Problem der wechselseitigen Beziehungen zwischen héheren 
Pflanzen und Mikroorganismen wurde bereits eine Fille von Einzel- 
tatsachen zusammengetragen!. Den sehr komplexen und schwer erfab- 
baren Verhaltnissen in der Wurzelzone ist es zuzuschreiben, dal} es 
bisher trotzdem nicht gelungen ist, ein klares Bild dieser Beziehungen 
zu gewinnen. 

Mit der Anreicherung von Bakterien und Pilzen in der Wurzelzone 
wird haufig eine Ausscheidung organischer Stoffe als normale Funk- 
tion lebender Wurzelzellen in Zusammenhang gebracht (z. B. KRassIL- 
nikow 1949, Rovira 1956). Die Richtigkeit dieser Vorstellung konnte 


1 Binen Uberblick tiber die Literatur bieten: KaTzNELSON, LOCHHBAD u. TIMONIN 
(1948), RippeL-BaupEs (1955). 
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jedoch bisher nicht bewiesen werden (vgl. dazu BORNER 1956). Zwar 
liegt nach fritheren Befunden (Martin 1957) und auch nach denen der vor- 
liegenden Arbeit eine Abgabe organischer Verbindungen von intakten 
Haferwurzelzellen vor, sie mu aber, nach den entsprechenden Begleit- 
umstiinden zu schlieBen, als subtile Reaktion auf die vom Optimum 
abweichenden Entwicklungsbedingungen fiir die Haferpflanzen auf- 
gefabt werden. Es liegt ihr also kein standiger LebensprozeB der Zelle 
zugrunde. 

Welche Méglichkeiten bestehen nun fiir die Erklarung der Rhizo- 
sphire unter Ausschluf der Annahme einer Ausscheidungsfunktion der 


Wurzelepidermiszellen ? 


1. Grundsatzliche Bedeutung ist der Tatsache zuzumessen, daf von 
der Wurzel stets und standig organisches Material in Form von abgestor- 
benen Wurzelhaaren, Calyptra- und Corticalzellen usw. freigesetzt wird 
(vgl. EBERHARDT u. MARTIN 1957). 

2. Die Anreicherung von Mikroorganismen an jungem noch wachsen- 
dem Wurzelgewebe (STotp 1952, Rovira 1956) kann nach SToup der 
Wirkung von Schleimiiberziigen um Wurzelspitze und Wurzelhaare 
(HABERLANDT 1909) zugeschrieben werden. Bei diesbeziiglichen Unter- 
suchungen kénnten jedoch auch die besonderen Kulturbedingungen fiir 
die Versuchspflanzen einen Stoffaustritt aus der Zelle bewirken (vgl. 
Martin 1957). 

3. Die Empfindlichkeit der Scopoletinabgabe gegen abiotische Um- 
weltfaktoren weist auf die Médglichkeit eines Stoffverlustes der Zelle 
hin unter Voraussetzungen, wie sie zum Teil, eventuell nur voriiber- 
gehend, im Boden gegeben sein kénnten. 


4. Die vorliegenden Versuche zur Beeinfiussung der Scopoletinabgabe 
durch mikrobielle Stoffwechselprodukte legen schlieBlich den Gedanken 
nahe, daf} gewisse Mikroorganismenarten u. a. eine Schadigung der 
Permeabilitatseigenschaften bzw. eine Reduzierung der substanz- 
haltenden Krafte der Protoplasten und damit einen Stoffverlust der 
Wurzelzelle auszul6sen vermégen ohne ein ausgesprochenes Infektions- 
vermogen zu besitzen. 

Es lift sich noch keinerlei Aussage dariiber machen, inwieweit die 
unter Punkt 4 genannte Wechselwirkung zwischen héheren Pflanzen 
und Mikroorganismen beim Zustandekommen der Rhizosphire eine 
Rolle spielt. Auch die Frage nach den Grenzen solcher im Extremfall 
zweifellos fiir die héhere Pflanze schadigenden Kinfliisse mu8 weitgehend 
offen bleiben. Es ist zu erwarten, daB die Entwicklung der betreffenden 
Mikroorganismenformen durch die Resistenz der héheren Pflanze und 
durch die antibiotischen Beziehungen in der Rhizosphiire in Schranken 
gehalten wird. Kine schiidigende Wirkung diirfte deshalb 6rtlich 
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begrenzt sein und von der Pflanze weitgehend kompensiert werden. Es ist 
auch in Betracht zu ziehen, da8 neben Substanzen, die den Mikro- 
organismen als Nahrungsquelle dienen, antibiotisch wirksame Ver- 
bindungen freigesetzt werden kénnen, mit Hilfe derer sich die Pflanze 
gegen ein Uberhandnehmen der betreffenden Arten wehrt. Bekanntlich 
konnten antibiotisch wirksame Substanzen in den Wurzeln zahlreicher 
Pflanzen festgestellt werden (Harris 1949, WINTER u. WILLEKE 1951, 
1952, Merz 1955). 

Ist nun aber das biologische Gleichgewicht im Boden gestért, dann 
k6nnte es unter Umstainden méglich sein, daB die betreffenden aktiven 
Mikroorganismenformen starke parasitaére Wirkungen entfalten. SEKERA 
(1955) konnte im sogenannten ,,Dunkelkeimversuch“ zeigen, daB eine 
Stoérung der Biocénose durch Verarmung der Organismengesellschaft im 
Boden eine parasitare Entartung der Rhizosphare mit sich bringen kann. 
Es wurde nachgewiesen, da die dabei zur Entfaltung kommen- 
den parasitéren Formen in der artenreichen Organismengesellschaft 
gesunder Boden unterdriickt werden oder ihren pathogenen Charakter 
verlieren. Eine Verarmung der Mikroorganismenarten konnte in ver- 
schiedenen Ackerbéden festgestellt werden. SEKERA sieht in der para- 
sitaren Entartung der Rhizosphare eine allgemeine und weit verbreitete 
Form der Bodenmiidigkeit. Auch RADEMACHER (1957) unterstreicht die 
Bedeutung der Mikroflora innerhalb des Gesamtkomplexes der Nach- 
bar- und Folgewirkungen hoherer Pflanzen und begriindet unsere bisher 
mangelhaften Kenntnisse mit der Schwierigkeit der Materie. 

SrintE (1957) wies anhand der Wirkung von Kulturfiltraten ver- 
schiedener Mikroorganismen auf das Reduktionsvermégen von Wurzel- 
zellen fiir Triphenyltetrazoliumchlorid nach, daB junge Wurzeln aufer- 
ordentlich empfindlich auf Stoffwechselprodukte sowohl parasitarer 
als auch nichtparasitaérer Bodenorganismen reagieren kénnen. 

Diese Befunde stellen zusammen mit den eigenen Ergebnissen die 
Frage der wechselseitigen Beziehungen von hoheren Pflanzen und Mikro- 
organismen im Hinblick auf die Moglichkeit phytopathologischer Wir- 
kungen der Rhizosphare mehr als bisher in den Vordergrund. 


Zusammenfassung 


Die Abgabe von Scopoletin (6 Methoxy-7-oxycumarin) aus den Keim- 
wurzeln steril kultivierter Haferpflanzen in Abhangigkeit von der Wir- 
kung mikrobieller Kulturfiltrate sowie von Patulin und Penicillin wurde 
quantitativ mit Hilfe fluorescenzoptischer Methoden untersucht. Ge- 
messen an der Wachstumshemmung der Wurzel stellt die Scopoletin- 
abgabe ein empfindlicheres Kriterium fir die Wirkung gewisser mikro- 
bieller Stoffwechselprodukte dar. 
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1. Durch den Zusatz der Kulturflissigkeit einer (nicht naher bestimm- 
ten) Bakterienart zur Nahrlésung der Haferpflanzen tritt eine betracht- 
liche Vermehrung der Abgabe von Scopoletin aus der Wurzel ein. 

2, Kin wesentlich erhohter Stoffverlust wird auch durch Stoffwechsel- 
produkte von Fusariwm moniliforme verursacht. Bei einem Verhaltnis 
der zugesetzten Pilzfliissigkeit zur Nahrlésung der Haferpflanzen von 
1: 100 macht sich waihrend der Versuchsdauer (25 Std) noch keine Hem- 
mung des Wurzelwachstums bemerkbar (Zuwachs 28 mm), dagegen 
erreicht die abgegebene Scopoletinmenge beinahe den 31/,fachen Wert 
der Kontrolle. Bei einer Verdiinnung von 1 : 500 ist die Fluorescenz der 
Wurzelfliissigkeit noch deutlich verstiérkt. Eine ahnliche Wirkung tbt 
auch das Kulturfiltrat einer weiteren Pilzart aus. Durch die Kultur- 
fliissigkeit von Penicillium expansum wird im Gegensatz dazu die Abgabe 
des Scopoletins auch bei eingetretener Wurzelhemmung nicht erhoht. 

3. Patulin hemmt die Scopoletinabgabe noch bei einer Konzen- 
tration von 10-7 mol. Penicillin verursacht den entgegengesetzten Effekt 
bei Konzentrationen von 10-* bis 10-4 mol. 

4. Diese Ergebnisse legen den Gedanken nahe, da die Fahigkeit ge- 
wisser Mikroorganismen, einen Stoffverlust der Wurzelzelle auszuldsen, 


— ne 


fiir die wechselseitigen Beziehungen zwischen hdheren Pflanzen und 


Mikroorganismen und fiir das Zustandekommen der Rhizosphare be- 
deutungsvoll sein kann. 


Herrn Professor Dr. B. RAaDEMACHER danke ich aufrichtig fiir die Bereitstellung 
von Arbeitsméglichkeiten und fiir sein stetes Interesse an diesen Untersuchungen. 

Die Arbeiten wurden in dankenswerter Weise von der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Literatur 


ANDREAE, 8. R., and W. A. ANDREAE: The metabolism of scopoletin by healthy 
and virus infected potato tubers. Canad. J. Res. C 27, 15—22 (1949). 


Bacumann, E.: Der Einflu8 von Fusarinsiure auf die Wasserpermeabilitat von — 


pflanzlichen Protoplasten. Phytopath. Z. 27, 255—288 (1956). — Bnsv, R. J.: 
Studies on a fluorescent substance present in plants. I. Production of the substance 
as a result of virus infection and some applications of the phenomen. Aust. J. 
exp. Biol. med. Sci. 14, 199—213 (1936). — Studies on a fluorescent substance 
present in plants. II. Isolation of the substance in a pure state and its identification 
as 6-Methoxy-7-hydroxy-1:2-benzopyrone. Aust. J. exp. Biol. med. Sci. 22, 251—255 
(1944). — Bocen, H. J.: Zellphysiologie und Protoplasmatik. Fortschr. Bot. 15, 


212—258 (1954). — Boarn, H. J.,u..G. Forumann: Osmotische und nichtosmo- | 


tische Stoffaufnahme bei Diatomeen. Planta 45, 125—146 (1955). — Bornnr, H.: 
Die Abgabe organischer Verbindungen aus den Karyopsen, Wurzeln und Ernte- 
riickstinden von Roggen (Secale cereale L.), Weizen (Triticum aestivum L.) und 
Gerste (Hordeum vulgare L.) und ihre Bedeutung bei der gegenseitigen Beein- 
flussung der héheren Pflanzen. Beitr. Biol. Pflanz. 33, 33—83 (1956). 


Esernarpt, F.: Ausscheidung einer organischen Verbindung aus den Wurzeln 
des Hafers (Avena sativa L.) Naturwissenschaften 41, 259 (1954). — Uber fluores- 


Einflu8 der Kulturfiltrate von Mikroorganismen 167 


zierende Verbindungen in der Wurzel des Hafers. — Ein Beitrag zum Problem der 

Wurzelausscheidungen. Z. Bot. 48, 405—422 (1955). — EBERHARDT, F., u. P. Mar- 

tin: Das Problem der Wurzelausscheidungen und seine Bedeutung fiir die gegen- 
seitige Beeinflussung héherer Pflanzen. Z. Pflanzenkrkh. 64, 194—205 (1957). 


GAumann, E., u. O. Jaac: Uber das Problem der Welkekrankheiten bei Pflan- 
zen. Experientia (Basel) 2, 215—220. (1946). — Die physiologischen Grundlagen des 
parasitogenen Welkens. I—III. Ber. schweiz. bot. Ges. 57, 3—34, 132—148, 227 bis 
241 (1947). — Gaumany, E., St. Narr-Roru, P. Reusser u. A. AMann: Uber den 
EinfluB einiger Welketoxine und Antibiotica auf die osmotischen Eigenschaften 
pflanzlicher Zellen. Phytopath. Z. 19, 160—220 (1952). — Goopw1y, R. H., and 
B.M. Pottock: Studies on roots. I. Properties and distribution of fluorescent 
constituents in Avena roots. Amer. J. Bot. 41, 516—520 (1954). 


HaBeRLANpDT, G.: Physiologische Pflanzenanatomie. Leipzig 1909. — Harris, 
H.A.: Antibacterial activity of seedling extracts of cultivated plants. Bull. Torrey 
Bot. Club 76, 244—254 (1949). 


Katznewson, H., A. G. Locuueap and M. J. Trmontn: Soil microorganisms and 
the rhizosphere. Bot. Review 14, 543—587 (1948). — KrassiLntkow, N. A.: 
Mikroorganismen des Bodens und der Ertrag der Pflanzen (russisch). Agrobiologija 
2, 49—58 (1949). 

Liyskens, H. F.: Der EinfluB der toxigenen Welke auf die Blattausscheidungen 
der Tomatenpflanze. Phytopath. Z. 28, 89—106 (1955). 


Marcus, O.: Uber das Vorkommen von Mikroorganismen in pflanzlichen Ge- 
weben. Arch. Mikrobiol. 18, 1—44 (1942).— Marri, P.: Qualitative und quantitative 
Untersuchungen iiber die Ausscheidung organischer Verbindungen aus den Keim- 
wurzeln des Hafers (Avena sativa L.). Naturwissenschaften 43, 227—228 (1956). — 
Die Abgabe von organischen Verbindungen, inbesondere von Scopoletin, aus den 
Keimwurzeln des Hafers. Z. Bot. (im Druck) (1957). — Mayer, F.: Untersuchungen 
zar Wirkungsweise von Trichloracetat (TCA) auf die Pflanze. Diss. Hohenheim 
1956. — Merz, H.: Untersuchungen tiber die Rhizosphare. Arch. Mikrobiol. 
23, 297—326 (1955). — Miescuer, G.: Uber die Wirkungsweise von Patulin auf 
hdhere Pflanzen, insbesondere auf Solanum Lycopersicum L. Phytopath. Z. 16, 
369—397 (1950). 

NietHammMer, A.: Mikroskopische Bodenpilze als Begleiter in Friichten und 
Samen. Arch. Mikrobiol. 10, 13—25 (1939). 


RaDEMACHER, B.: Gegenseitige Beeinflussung héherer Pflanzen. In RunLAND, W.: 
Handbuch der Pflanzenphysiologie 11. Berlin-Géttingen-Heidelberg (im Druck). — 
Rieeet-Batpes, A.: Grundri8 der Mikrobiologie. Berlin-Goéttingen-Heidelberg 
1955. — Rovira, A. D.: Plant root excretions in relation to the rhizosphere 
effect. I. The nature of root exudate from oats and peas. Plant a. Soil (The Hague) 
7, 178—194 (1956). — Plant root excretions in relation to the rhizosphere effect. 
II. A study of the properties of root exudate and its effect on the growth of micro- 
organisms isolated from the rhizosphere and control soil. Plant a. Soil (The Hague) 
7, 195—207 (1956). — A study of the development of root surface microflora during 
the initial stages of plant growth. J. appl. Bact. 19, 72—79 (1956). 

Sonrrrer, F., u. A. Ktoxe: Der Einflu8 von Antibiotica auf die Entwicklung 
und den Nahrstoffgehalt von Kulturpflanzen. Z. Pflanzenernahrg. 66 (111), 29 bis 
38 (1954). — Scuwartz-Krazptin, H.: Uber das Vorkommen eines Pilzhautchens 
in den Samen. Z. Naturforsch. 2b, 450—451 (1947). — Suxera, F.: Der weiner 
keimversuch als biologische Testmethode. Z. Pflanzenernahrg. 7 (115), 139—207 
(1955). — Srenuip, G.: The effect of sodium azide on the exudation and oxygen 
consumption of excised plant roots. Physiol. Plant. 1, 185—195 Se oases: Bes 


168 P. Martin: Einflu8 der Kulturfiltrate von Mikroorganismen 


Schadigungen an Pflanzenwurzeln durch Kulturfiltrate von Mikroorganismen. Arch. 
Mikrobiol. 26, 71—82 (1957). — Stroup, H.: Beitrage zur Frage der Beziehungen 
zwischen Mikroorganismen und héheren Pflanzen. Arch. Mikrobiol. 17, 1—30 
(1952). 

Winter, A. G., u. L. WitteKke: Untersuchungen iiber Antibiotica aus héheren 
Pflanzen und ihre Bedeutung fiir die Bodenmikrobiologie und Pflanzensoziologie. 
Naturwissenschaften 38, 262—264 (1951). — Untersuchungen iiber Antibiotica 
aus héheren Pflanzen. II. Naturwissenschaften 38, 354 (1951). — Untersuchungen 
iiber Antibiotica aus héheren Pflanzen. III. Leicht fliichtige Hemmstoffe der Ra- 
nunculaceen. Naturwissenschaften 38, 457 (1951). — Untersuchungen iiber Anti- 
biotica aus héheren Pflanzen. IV. Hemmstoffe im herbstlichen Laub. Naturwissen- 
schaften 39, 45—46 (1952). — Untersuchungen iiber Antibiotica aus héheren Pflan- 
zen. V. Hemmstoffe in Blattern und Blattstreu der Gramineen. Naturwissenschaften 
39, 190—191 (1952). 

WoOLLENWEBER, H. W., u. O. A. Retyxrne: Die Fusarien. Berlin 1935. — 
Wriaut, J. M.: Phytotoxic effects of some antibiotics. Ann. of Bot. 15, 493—499 


(1951). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 29, S. 169—178 (1958) 


(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Géttingen) 


Untersuchungen tiber die Zusammensetzung 
von Bakterienschleimen und deren Losungsvermogen 
gegentiber schwerléslichen anorganischen Verbindungen 


Von 
D. CLAUS, H. WITTMANN und A. RIPPEL-BALDES* 


(Hingegangen am 5. November 1957 ) 


Die vorliegenden Untersuchungen gehen davon aus, daB im AnschluB 
an die giinstige Wirkung geringer Agarmengen auf die Resorption des 
Eisens Rrppet (1936) sowie Rippet u. Mitarb. (1938) die Vermutung 
auBerten, daB die Schleimhiille der Bakterien unmittelbar an der Re- 
sorption schwerléslicher anorganischer Stoffe beteiligt sei, zumal die 
Mikroorganismen im Boden eine typische Aufwuchsflora darstellen. 
Schon vorher hatte Bassatrk (1912/13) dem Bakterienschleim insofern 
Bedeutung bei der Lésung von Silikaten beigemessen, als dieser mit 
Kohlensaure gesattigt und dadurch bei der gleichzeitig festen Umhillung 
der Mineralpartikel losend wirken solle. 

NevsBeErc u. Mitarb. verdffentlichten mehrere bemerkenswerte Arbei- 
ten tiber die Léslichkeit und Verwendung von unléslichen Stoffen in der 
Natur. Danach haben unter anderem auch die gepaarten Uronsaure- 
derivate ein groBes Lésungsvermégen fiir schwerlésliche anorganische 
Salze, wie z. B. Ca,(PO,), oder CaCO,. NevBeEre fiihrte in diesem Zu- 
sammenhang den Begriff ,,Mineralysis‘“ ein (vgl. ManpL u. NEUBERG 
1956). 

Alle diese Beobachtungen lassen vermuten, daB nicht allein die im 
Verlauf des Stoffwechsels der Bakterien gebildeten organischen Sauren 
und andere Stoffwechselprodukte mit Chelatbildungsvermégen (ScHaTz 
u. Mitarb. 1954; ScumrrEr u. Mitarb. 1957), sondern auch die Schleime 
(und diese vielleicht durch ihren Uronsauregehalt) mit an der Lésung der 
im Boden befindlichen schwerléslichen Substanzen beteiligt sind, zumal 
Carboxylgruppen-tragende Polysaccharide, wie es die Schleime sind, die 
einzigen ,,Sdiuren“ sind, die sich im Boden unter aeroben Bedingungen 
anreichern. 

Eine die Zellmembran umgebende Schleimschicht gehort im allge- 
meinen zum normalen Aufbau einer Bakterienzelle. Die Dicke dieser 


* RicHaRD HarpER zum 70. Geburtstage. 
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Schleimhiille hangt, neben Wachstumsbedingungen, von der Art des 
Organismus ab. 

Die Bakterienschleime sind in der Mehrzahl Polysaccharide, die ent- 
weder aus gleichartigen Bausteinen (Glucose: Dextrane, Fructose: Lae- 
vane) oder aus einem Gemisch verschiedener Monosaccharide mit Uron- — 
siuren (= Polyuronide) und/oder Hexosamin aufgebaut sind (vgl. die — 
Sammelreferate von Stacey 1946 und Evans u. Hrpperr 1946). Ge- 
legentlich finden sich als Schleimschicht der Bakterien Polypeptide oder 
Nucleinsauren, letztere bislang nur bei halophilen Organismen (SMITHIES 
u. GIBBONS 1955). 


Eingehende Untersuchungen liegen iiber die chemische Zusammensetzung der 
Schleime vor. Durch die ausgebaute Methodik war es méglich, neben den in alteren 
Arbeiten aufgefundenen Glucose- und Fructose-Bausteinen auch andere Mono- 
saccharide sowie Hexosamin und Uronsauren nachzuweisen. ForRsYTH u. WEBLEY 
(1949) untersuchten die Schleime von iiber 30 Bodenbakterien und fanden nach 
Hydrolyse der Polysaccharide neben Glucose und Fructose auch Mannose, Rham- 
nose, Xylose und Uronsauren in verschiedener Kombination. DzuLyusKa u. MIKu- 
LASZEK (1954) gaben nach Untersuchungen an 180 Stammen verschiedener Bak- 
terien Glucose, Galaktose, Mannose, Rhamnose, Xylose, Arabinose (diese jedoch 
nicht bei Eubakterien) und Uronsauren als Bausteine an. Fucose fanden kiirzlich 
Eacon u. DEDONDER (1955) bei Psewdomonas und WILKINSON u. Mitarb. (1955) bei 
Aerobacter aerogenes. Bei der Untersuchung verschiedener Salmonella- und Shigella- 
Stamme konnte Davigs (1955) Glucose, Galaktose und Mannose in den Salmonella- 
Stammen, und Hexosamin neben Galaktose, Glucose und Rhamnose bei der Shi- 
gella-Gruppe nachweisen. Das Vorhandensein von Uronsiauren im Schleim verschie- 
dener Cellulosezersetzer haben NorMAN u. BARTHOLOMEW (1940) angegeben. 

Uber den strukturellen Aufbau der Schleimstoffe — die Verkniipfung der 
Zucker — liegen bis heute relativ wenig Angaben vor. Sie beziehen sich vor allem 
auf die Polysaccharide der Pneumokokken und anderer, medizinisch wichtiger 
Bakterien und haben dort zu bemerkenswerten Erkenntnissen zwischen Struktur 
und serologischer Spezifitat gefiihrt (BURGER 1950). Weiterhin ist die Struktur eines 
Polysaccharides von Azotobacter chroococcwm, von Rhizobium, Leuconostoc mesenter- 
oides und einigen anderen Bakterien bekannt (Stacny 1946, Sracny u. RickETts 
1952). 

Eine quantitative Erfassung der Polysaccharidbausteine erfolgte nur bei wenigen 
Untersuchungen. Neben den Angaben bei Pneumokokken (BurGER 1950) soll der 
auf Rohrzucker gebildete Schleim von Azotobacter chroococcum 87°% Glucose und — 
3% Uronsauren enthalten, der einer Rhizobium-Art 67% Glucose und 23% Uron- | 
siuren (EVANS u. Hispert 1946). Doch konnten De LeizoLa u. DEDONDER (1955) 
bei mehreren Rhizobiwm-Stimmen keine Uronsaiuren nachweisen, dagegen neben 
Glucose auch Galaktose, Rhamnose und Mannose. Lawson u. Stacey (1954) fanden 
bei Azotobacter chroococcum neben Glucose und Glucuronsaure ebenfalls Galaktose. 
WILKINSON u. Mitarb. (1955) stellten bei Aerobacter aerogenes 50% Glucose, 10% 
Fucose und 29% Uronsiuren fest. Das Polysaccharid von Azotobacter indicum ist 
nach QUINNELL u. Mitarb. (1957) ein Polymeres der Glucose, Glucuronsaure und 
einer Aldoheptose im Verhaltnis 3: 2: 1. 

Prennra (1958) konnte erstmalig aus dem Kulturfiltrat eines Streptomyces- 
Stammes 2 Schleimfraktionen gewinnen. Fraktion A erwies sich als Polyglucose; in 
der Fraktion B konnten neben N -haltigen Verbindungen Galaktose, Glucose, Man- 
nose, Fucose, Ribose und Xylose papierchromatographisch nachgewiesen werden. 
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Vermutlich lassen sich die angefiihrten unterschiedlichen Befunde in 
der Schleimzusammensetzung gleicher Bakterienarten auf die Ver- 

schiedenheit der zur Untersuchung herangezogenen Stimme gleicher 
Arten zuriickfiihren. So fanden auch Eacon u. DEponpDER (1955) eine 
qualitative Verschiedenheit in der Schleimzusammensetzung verschie- 
dener Pseudomonas fluorescens-Stimme und DupMAN u. WILKINSON 
(1956) qualitative und quantitative Unterschiede bei verschiedenen 
Aerobacter-Klebsiella-Stémmen. 

Wieweit die Ernahrung der Organismen bei diesen Vorgingen eine 
Rolle spielt, ist nicht bekannt. Allerdings soll die Art der gebotenen 
C- Quelle die qualitative (B. circulans, ForsyrH u. WEeBLEY 1949) und 
quantitative (Aerobacter aerogenes, WILKINSON u. Mitarb. 1955) Zu- 
sammensetzung der Schleime nicht beeinflussen. Lediglich die Menge der 
gebildeten Schleime scheint unter diesen Bedingungen zu variieren. Bei 
geringem Angebot von Stickstoff und Phosphor wird nach Dueurp u. 
Mitarb. (1953) die Schleimbildung stark gefordert, vorausgesetzt, dab 
geniigend assimilierbare C-Quelle vorhanden ist. Ob unter diesen Be- 
dingungen qualitative oder quantitative Unterschiede in der Schleim- 
zusammensetzung auftreten, ist nicht bekannt. 

Im Verlauf der vorliegenden Untersuchungen sollten mehrere, aus dem 
Boden isolierte, schleimbildende Bakterien und bekannte Arten unserer 
Sammlung auf ihre Schleimzusammensetzung gepriift werden. AuBerdem 
sollten erste Versuche unternommen werden, die die Wirkung von 
Bakterienschleim auf schwerlésliche anorganische Stoffe zeigen. 


Methodik 


1. Organismen und Kulturbedingungen 


Aus der Instituts-Sammlung wurden zur Untersuchung auf ihre Schleimzusam- 
mensetzung folgende Stémme verwendet: Aerobacter aerogenes (Stamm Nr. 1559) 
auf Molke-Pepton Nahrlésung: 500 ml Molke; 500 ml dest. Wasser; 0,594 Pepton; 
0,1% KH,PO,; pu 6,8. — Azotobacter chroococcum (Stamm Nr. 1602). Nahrlésung: 
Mannit 2%; KH,PO, 0,1%; CaCO, 0,1%; MgSO,-7H,O 0,05%; FeSO, -7H,0 
und Na,MoO, :2H,O Spuren; px 7,2. — Bacteriwm radicicola (Stamm Nr. 1552). 
Nahrlésung: Mannit 1% ; K,HPO,0,05% ; MgSO,-7H,0 0,02% ; NaCl0,01% ; CaCO, 
0,3% ; 50 ml Hefewasser/1000 ml dest. Wasser; py 6,8. — Pseudomonas tumefaciens 
(Stamm Nr. 1547). Nahrlésung: Glucose 1% ; Pepton 0,1% ; KH,P0,0,1% ; px 7,2. — 
Bacterium violaceum (Stamm Nr. 1612). Nahrlésung: Glucose 1%; Pepton 0,1% ; 
Keds BO) Oslo eupr v.52. 

Neu-Isolierungen: Stamm W 3G, aus Walderde isoliert. Nahrlésung: Glu- 
cose 1%; Pepton 0,1%; KH,PO, 0,1%; pa 7,2. — Stamm W 4G, aus Walderde 
isoliert. Nahrlosung wie bei W 3G. — Stamm W 5 R, aus Walderde isoliert. Nahr- 
lésung: Rohrzucker 1%; Pepton 0,1%; KH,PO, 0,1%; px 7,2. — Stamm F 3 R, 
aus Ackererde isoliert. Nahrlésung wie bei W 5 R. 

Alle Organismen wurden zur Schleimgewinnung in Schiittelkulturen heran- 
gezogen (Ps. tumefaciens in Standkulturen, vgl. Eacon 1956). Die Wachstumsdauer 
betrug 3—6 Tage bei 27° C. 
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2. Isolierung und Reinigung der Polysaccharide 


Die Fliissigkeitskulturen, die meist viscds waren, wurden mit destilliertem 
Wasser verdiinnt, kurz aufgekocht und 1 Std bei 7000 U/min zentrifugiert. Hierbei 
konnten, durch die Viscositaét der Lésungen bedingt, noch nicht alle Zellen aus der 
Schleimlésung entfernt werden. Im Uberstehenden erfolgte die Fallung der Poly- 
saccharide mit der 4fachen Menge 95% igen Athylalkohols, nach vorheriger Ein-— 
stellung der Lésung auf pp 6—7. Die weitere Reinigung erfolgte nach WILKINSON 
u. Mitarb. (1955, Methode C). Nach Stehenlassen iiber Nacht wurden die gefallten 
Polysaccharide abzentrifugiert und in dest. Wasser gelést. Nach wiederholtem 
Umfallen, Lésen und Zentrifugieren konnten alle noch verbliebenen Zellreste 
entfernt werden. Die Lésung war dann klar und je nach Polysaccharidgehalt 
mehr oder weniger viscés. 

Eiwei8 wurde in Anlehnung an SEvaG (1934) durch Schiitteln von 1 Teil Schleim- 
lésung mit 0,25 Teilen Chloroform und 0,1 Teil Butanol und anschlieBendem Zentri- 
fugieren abgetrennt. Zur Herabsetzung des Aschegehaltes wurde 48 Std gegen dest. 
Wasser dialysiert, die Polysaccharide dann erneut gefallt, mehrmals mit Athanol 
und Ather gewaschen und im Vacuumexsiccator bei Zimmertemperatur getrocknet. 


3. Identifizierung der Polysaccharidbausteine 

Hydrolyse (nach Forsytu u. WEBLEY 1949). 20 mg Polysaccharid wurden mit 
1 mlin H,SO, 48 Std bei 100° C hydrolysiert. Die lange Hydrolysenzeit war zum 
vollstandigen Aufschlu8 der Polysaccharide unbedingt nétig. Eine 2. Probe wurde 
mit 0,1 n H,SO, 30 min bei 100° C hydrolysiert und diente zur Priifung auf Fructose 
und andere siureempfindliche Furanose-Zucker. Nach der Hydrolyse wurde mit 
festem, fein gepulvertem BaCO, neutralisiert (Kongorot), und die iiberstehende 
Lésung nach kurzem Zentrifugieren zur Papierchromatographie verwendet. 

Die Identifizierung der Polysaccharidbausteine erfolgte papierchromatogra- 
phisch nach Angaben von SmitH u. PoLLarD (1952) mit Butanol: Pyridin: Wasser 
im Verhaltnis 3:2: 1,5 im Durchlaufchromatogramm (Papier Schl. & Sch. 2043b). 
Die in den Bakterienschleimen gefundenen Zucker und Uronsaure trennten sich 
damit gut. Als Spriithreagens wurde Anilinphthalat verwendet, fiir Ketozucker 
Naphthoresorcin-HCl. 

Eine quantitative Bestimmung der einzelnen Hydrolysenprodukte war fiir die 
vorliegenden Zwecke nicht erforderlich, eine grobe Bestimmung erfolgte durch 
Vergleich der FleckgréBe bzw. Farbintensitat der Test- und Hydrolysenzucker. 


Ergebnisse 
1.Zusammensetzung der Bakterienschleime 
In Tab. 1 sind die nach Hydrolyse der verschiedenen Bakterien- 
schleime nachweisbaren Zucker und Glucuronsaure zusammengestellt. 


Sie sind spater (S.176) zusammengefaBt besprochen. Fiir unsere Zwecke 
geniigte die Angabe in Relativwerten. 


2. Lésungsversuche 


Fir die Lésungsversuche haben wir Aerobacter aerogenes und Pseudo- 
monas tumefaciens ausgewahlt. Der Schleim dieser Organismen unter- 
schied sich vor allem im Uronsiuregehalt und war deshalb zum Nachweis 
einer moglichen spezifischen Uronsdurewirkung besonders geeignet. 
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Zunachst interessierte, ob wahrend des Wachstums der Bakterien 
_ schwerlésliche anorganische Stoffe gelést werden. 


A. Aerobacter aerogenes 


1. Kine Nahrlosung, bestehend aus 1,5°% Glucose, 0,5°/, Asparagin und 
50 ml quarzdest. Wasser, wurde bei pu 7,2 mit einer Suspension von 
Aerobacter aerogenes beimpft und auf der Schiittelmaschine bei 28° CG 
vorkultiviert. Der Organismus wuchs ohne einen Zusatz von KH,PO, 


Tabelle 1. Papierchromatographischer Nachweis wnd prozentualer Anteil von Zucker 
und Glucuronsdure in Hydrolysaten verschiedener Bakterienschleime 


a 


Organismen Glucose | Galaktose|Rhamnose| Mannose | Fucose Xylose Sieimds ee 
Aerobacter 40 35 -~ — Spur — 25 

aerogenes 
Bact. radi- 

cicola 50 30 Spur Spur — — 20 
Azotobact. 
_chroococewm Spur 45 30 Spur — — 25 
Ps. tume- 

faciens 100 — = = bus =" owe 
Bact. 

violaceum 40 20 Spur 30 10 -- Spur 
Stamm W3sG 40 20 = 20 — Spur 20 
Stamm W 4G 25 30 — 30 Spur — 15 
Stamm W5R 30 30 Spur 30 _ -= 10 
Stamm F3R | 30 ate — 30 — — 10 


Die Zahlen geben fiir jeden Organismus die Relativwerte an. Fructose wurde in 
keinem Falle festgestellt. 


verhaltnismaiBig gut und bildete vor allem gut Schleim. Nach 36 Std 
wurde in die Kolben 300 mg BaSO,, Ba,(PO,). oder Fe,(PO,). gegeben 
und unter Schiitteln weiter bebriitet. Die verschiedenen Zusatze bewirk- 
ten Unterschiede in der GroéBe der Schleimhiillen. In den Kulturen mit 
Zusatz von Bariumphosphat oder Bariumsulfat war das weitere Wachs- 
tum maBig bis gut, die gebildeten Schleimhiillen waren ungewohnlich 
groB. Die relativ geringe Giftwirkung des Bariums 1é8t sich vielleicht 
auf die ausgeprigte Adsorptionswirkung der Bakterienschleime gegen- 
iiber Ionen zuriickfiihren (RorEeM 1955). Schwacher war die Ausbildung 
der Schleimhiillen bei Zugabe von Eisenphosphat, die Zellen waren stark 
verkleinert, das Wachstum mAaBig bis gut. Als Kontrollen dienten Kolben 
mit Nahrlésung und 300 mg BaSO,, Ba,(PO,), oder Fe,(PO,)2, die un- 
beimpft blieben. Nach 5 Tagen wurde der Versuch abgebrochen, Kulturen 
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und Kontrollen scharf zentrifugiert. Die pp-Werte der Kulturen und auch 
der Kontrollen waren gesunken: 
Eisenphosphat-Kultur px 4,5 Kontrolle px 5,5 
Bariumphosphat-Kultur px 5,0 Kontrolle px 6,5 
Bariumsulfat-Kultur pu 4,0 Kontrolle px 5,7 


Die Priifung auf Phosphat, das bei einem Lésungsvermégen des Schleimes in der 
urspriinglichen phosphatfreien Nahrlésung vorhanden sein muBte, erfolgte colori- 
metrisch nach der Methode von FisKE u. SUBBAROW (1925), waihrend der Nachweis 
der SO,-- Ionen durch Zugabe von festem BaCl, in salzsaurer Losung erfolgte. Der 
auftretende Niederschlag von BaSO, wurde im Lange-Colorimeter densidometrisch 
ausgewertet. 


Die Ergebnisse, Mittelwerte aus mindestens drei verschiedenen An- 
siitzen mit jeweils mehreren Kulturen, sind in Tab. 2 zusammengestellt. 


Die Wirkung der Bakterien auf das Léslichmachen von P und SO,~ ist 
deutlich zu erkennen. 


Tabelle 2. P- und SO,-Gehalt der zellfreien Kulturlésungen von Aerobacter aerogenes 
in y/5 ml (in Klammern Relativwerte bezogen auf Kontrolle = 100) 


| P aus Fe,(PO,). | P aus Bas(PO,)2 SO--, aus BaSO, 
Kultur 86 | "980 merew 
oniolle | 12 (100) | 57 (100) | 45 (100) 
Differenz * | 74 (616) 173 (303) | 90 (200) 


* Losung durch Bakterieneinflu8. 


2. Mit quarzdest. Wasser wurde eine 0,75°,ige Aerobacter aerogenes- 
Schleimlésung, px 7, hergestellt. 


Es wurden 2 Proben angesetzt: 
50 ml Schleimlésung py 7 + 300 mg Bariumphosphat, 
50 ml Schleimlésung py 7 + 300 mg Eisenphosphat. 


Phosphat konnte vor Zusatz in der Schleimlésung mit der oben angefiihrten 
Methode nicht nachgewiesen werden. 


Die Kontrollen enthielten keinen Schleim, lediglich quarzdest. Wasser. 


Zur Verhiitung von Infektionen wurde den Kolben Chloroform (0,5 ml) zugesetzt. 
Die Kolben standen 14 Tage auf der Schiittelmaschine. 


pu-Werte nach Ablauf des Versuches: 
Schleimlésung +- Bariumphosphat py 5,5 


Kontrolle px 6,0 
Schleimlésung + Eisenphosphat py 5,3 
Kontrolle px 6,0 


Die Losungen wurden bis zur vélligen Klarheit zentrifugiert (etwa 1 Std bei 
7000 U/min) und zur Priifung auf Phosphat verwendet. 

In Abwandlung der vorstehend angegebenen Methode wurden alle auf Phosphat 
zu priifenden Lésungen nach Zugabe der Reagentien 5 min im kochenden Wasser- 
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bad erhitzt. Die Erhitzung war erforderlich, da anderenfalls keine Blaufarbung der 
_ Reaktionsgemische auftrat, was auf die Viscositat der Schleimlésung oder ae eine 
verhaltnismaBig feste Bindung des gelésten Phosphates an den Schleim zuriick- 
gefiihrt werden kann. 


Tabelle 3. P-Gehalt der Schleimlésungen und Kontrollen in y/5 ml 
(Aerobacter aerogenes) 


P aus Fe,(PO,). | P aus Ba;(PO,). 
Schleim | 140 465 
Kontrolle | 55 (100) | 155 (100) 
Differenz * | 85 (154) 310 (200) 


* Lésung durch SchleimeinfluB. 


Die Ergebnisse zeigt Tab. 3. Die Léslichkeit wird also durch den iso- 
lierten Schleim ebenfalls erhéht. Es fallt dabei auf, daB durch dest. 
Wasser mehr P gelést wurde als durch Nahrlésung (ohne Bewuchs, 
Tab. 2). Der Grund dafiir konnte méglicherweise in der Zuriickdrangung 
der Léslichkeit durch die Bestandteile der Nahrlésung zu suchen sein. 


B. Pseudomonas tumefaciens 
(Die Versuchsanordnung entsprach den Angaben unter A 1) 

Das Wachstum war in den Bariumsulfat-Kulturen verhaltnismafBig 
gut, die gebildeten Schleimhiillen waren aufergewohnlich gro8. Nach 
Zusatz von Bariumphosphat bildete Ps. tumefaciens ebenfalls sehr gut 
Schleim, das Wachstum war maBig bis gut. Schleimbildung unter Hisen- 
phosphatzusatz sehr gut, Wachstum mafig. 

Die py-Werte betrugen nach Ablauf der Kultivierung: 


Eisenphosphat-Kultur px 8,0 Kontrolle px 5,5 
Bariumphosphat-Kultur py 7,8 Kontrolle px 6,5 
Bariumsulfat-Kultur pu 8,0 Kontrolle px 5,8 


Tabelle 4. P- und SO,-Gehalt der Nahrlésungen in y/5 ml ( Pseudomonas tumefaciens) 


| P aus Fe;(PO,). | P aus Ba,(PO,), | SO, aus BaSO, 
Kultur | 22 135 | 375 
Kontrolle | 12 (100) 50 (100) . 55 (100) 
Differenz * | 10 (83) | 85 (170) 320 (581) 


* Losung durch BakterieneinfluB. 


Tab. 4 zeigt die erhaltenen Ergebnisse, die qualitativ den vorigen ent- 
sprechen. Die sehr geringe Léslichkeit von P aus Fe,(PO,). ist zweifellos 
auf den hohen py-Wert der Kultur (8.0; Pepton als N- Quelle) zuriick- 
zufiihren, wodurch die Léslichkeit noch weiter heruntergedriickt wird, 
die sowieso stets wesentlich geringer ist als bei Ba,(PO,)s. 
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2. Mit Trockenschleim, der von Ps. twmefaciens-Kulturen gewonnen 
worden war, wurde eine 0,75°%ige Schleimlésung vom py 7 mit quarz- 
dest. Wasser hergestellt. Die Schleimlésung enthielt geringe Mengen 
nachweisbaren Phosphates, das bei der Berechnung der Werte mit 
beriicksichtigt wurde. 

Je 50 ml der Schleimlésung wurden mit 300 mg Bariumphosphat oder Eisen- 
phosphat versetzt und 14 Tage auf der Maschine geschitttelt. 

pu-Werte nach Ablauf des Versuches: 

Schleimlésung + Bariumphosphat py 5,8 


Kontrolle px 6,0 
Schleimlésung + Eisenphosphat px 5,7 
Kontrolle px 6,0 


Bei der Priifung auf Phosphat wurden die in Tab. 5 gezeigten Werte 
erhalten. Noch deutlicher als in Tab. 4 zeigt sich hier die sehr viel gerin- 
gere Léslichkeit des P aus Fe,(PO,). gegentiber Ba,(PO,),, die schon in 
Tab. 2 und 3 hervortritt. Das mag mit spezifischen Eigenschaften der 
Schleime zusammenhangen, da in Tab.2 u. 3 der py-Wert nicht 
entscheidend sein kann. 


Tabelle 5. P-Gehalt der Schleimlésungen und Kontrollen in y/5 ml 
( Pseudomonas tumefaciens ) 


| Paus Fe(PO.). |  Paus Bas(PO,)s 
Schleim | 53 | 337 
Kontrolle | 50 (100) | 165 (100) 
Differenz * | 3 (3) 172 (106) 


* Lésung durch SchleimeinfluB. 


Besprechung der Ergebnisse 


In den Hydrolysenprodukten der Schleime von 9 Bakterienstimmen 
konnten insgesamt 6 verschiedene Zucker und Glucuronsiiure nachge- 
wiesen werden (Tab. 1). Am haufigsten waren Glucose, Galaktose, Man- 
nose und Glucuronsiure vertreten, wihrend Rhamnose (Azotobacter), 
Fucose (Bact. violaceum) und Xylose-(Stamm W 4G) nur selten und oft 
nur in Spuren auftreten. Fructose konnte bei keinem der untersuchten 
Staémme nachgewiesen werden. Im Vergleich zu vorliegenden Literatur- 
angaben zeigte Aerobacter aerogenes einen relativ hohen Galaktose- 
anteil, wihrend bei Azotobacter chroococcum der Schleim keine Glucose- 
bausteine enthielt und neben Glucuronsiiure vor allem aus Galaktose und 
Rhamnose aufgebaut war. Letzterer Bestandteil wurde unseres Wissens 
nach bislang nicht im Schleim von Azotobacter nachgewiesen. Die Bei- 
spiele zeigen noch einmal die oben schon erwahnte Stammspezifitat der 
Schleimzusammensetzung bzw. die Bedeutung veranderter Kulturweise. 
Glucuronsiéure war in 8 der 9 Stamme nachzuweisen, wobei der Gesamt- 
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anteil den bisher bekannten Befunden entspricht. Keine Glucuronsiure 
- enthielt der Schleim von Ps. tumefaciens. 

Die Léslichkeit der schwerléslichen Phosphate wurde durch wachsende 
Bakterienkulturen gegeniiber sterilen Kontrollen bedeutend erhéht 
(Tab. 2 u. 4). Dieser Befund entspricht den von anderen Autoren an 
Reinkulturen und Bodenversuchen mitgeteilten Beobachtungen. Fiir die 
Ursache der Léslichkeitssteigerung kénnen wir neben den sich andernden 
pu-Werten die chelatisierende Wirkung vieler Stoffwechselprodukte 
(organischer Sauren usw.) verantwortlich machen. Eine Beteiligung des 
Bakterienschleimes an diesen Vorgangen 14Bt sich bei dieser Versuchs- 
anstellung natiirlich nicht nachweisen. 

In Tab. 3 u. 5 haben wir die P-Mengen angegeben, die durch die 
alleinige Einwirkung der Schleime und der damit verbundenen Aus- 
schaltung stoérender Faktoren gelést werden. Die Léslichkeitssteigerung 
gegentiber den schleimfreien Kontrollen betrug bei Aerobacter aerogenes 
fir Fe,(PO,), 154%, fiir Ba,(PO,), 200%, bei Ps. tumefaciens 3% bzw. 
106%. Wieweit die starkere Beeinflussung der Léslichkeit durch den 
Schleim von Aerobacter aerogenes auf dessen Glucuronsduregehalt (bei 
Pseudomonas tumefaciens fehlend) zurickgefithrt werden kann, ist aus 
den angefiihrten ersten Versuchen noch nicht zu entscheiden. 

Fest steht jedenfalls, daB neben dem starken Einflu8 wachsender 
Bakterienkulturen auf schwerlésliche anorganische Verbindungen auch 
dem Bakterienschleim eine lésende Eigenschaft zugeschrieben werden 
kann. Wir haben schon eingangs darauf hingewiesen, da8B sich im Boden 
uronsdurehaltige Polysaccharide im Gegensatz zu organischen Sauren 
auch unter aeroben Bedingungen anreichern kénnen und glauben des- 
halb, daB die Bakterienschleime auch am natiirlichen Standort, neben 
ihrer Bodenkriimel stabilisierenden Wirkung (MarrTtn u. Mitarb. 1955) 
einen EinfluB auf schwerldsliche Mineralstoffe ausiiben kénnen, selbst, 
wie gezeigt wurde, wenn Uronsiuren fehlen. In diesem Zusammenhang 
ist erwahnenswert, daB bei anderen Beobachtungen tiber Silikat- oder 
Gesteinszersetzungen durch Mikroorganismen (z. B. TE81é u. ToDoRo- 
vié 1952, Parne u. Mitarb. 1933) von einer auffallig schleimigen Beschaf- 
fenheit der dabei beteiligten Organismen berichtet wird, ohne daB aller- 
dings eine mégliche Beziehung zwischen Schleim und Lésungsvermogen 
in Betracht gezogen wird. 

Die Mikroorganismen stellen daher einen wichtigen Faktor bei der 
Gesteinsverwitterung dar. 


Zusammenfassung 
1. Inden Hydrolysaten der Schleime von 9 Bakterienstémmen wurden 
Glucose, Galaktose, Mannose; Rhamnose, Xylose, Fucose und Glucuron- 
saure in wechselnden Mengenanteilen nachgewiesen. 


178 D. Craus u. Mitarb.: Uber die Zusammensetzung von Bakterienschleimen 


2. Der Schleim von Azotobacter chroococcum war hauptsachlich aus Galak- 
tose und bisher nicht beschriebenen Rhamnose-Bausteinen aufgebaut. 

3. Wachsende Kulturen von Aerobacter aerogenes und Pseudomonas 
tumefaciens zeigten ein betrachtliches Lésungsvermégen fiir Eisen- und 
Bariumphosphat sowie Bariumsulfat. 

4. Der von den beiden Organismen gebildete Schleim unterschied sich 
hauptsachlich durch das Fehlen von Glucuronsaure bei Ps. tumefaciens. 

5. Durch isolierten Schleim beider Organismen konnten Barium- und ~ 
Eisenphosphat gelést werden. Die stiirkere Losungswirkung des Schleimes 
von Aerobacter aerogenes kann vielleicht auf dessen hohen Glucuronsaure- 
anteil zurtickgefiihrt werden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Bereitstellung der 
Mittel, die das Durchfiihren dieser Arbeit erméglichten. 
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Lamellare Struktur des Chromatoplasmas 
von Cyanophyceen in mikroskopischen Dimensionen 
und Baueigentiimlichkeiten des Protoplasten 
von Chroococeus turgidus 


Von 
LOTHAR GEITLER 


Mit 4 Textabbildungen 


(Hingegangen am 4. Dezember 1957 ) 


Vor kurzem erbrachten NixiLowiTz u. Drews (1956, 1957) sowie 
Drews u. Nixiowirz elektronenoptisch den wichtigen Nachweis, daB 
das Chromatoplasma der Cyanophyceen regelmaBig einen submikrosko- 
pischen lamellaren Aufbau besitzt. Die Angaben sind durch iiberzeugende, 
sehr klare elektronenoptische Bilder belegt. Der Lamellenbau kommt also 
nicht nur den Plastiden der anderen chlorophyllfiihrenden Pflanzen zu, 
sondern kennzeichnet auch die analoge (nicht homologe) undifferenzier- 
tere Ausbildung des Assimilationsapparates der Blaualgen und offenbar 
tiberhaupt aller photosynthetisch autotrophen, Assimilationspigmente 
fihrenden Organismen (vgl. NrkLowirz u. Drews 1957, S. 160). Der 
von den Autoren auf 8. 159 zitierte Satz: ,,Die Assimilationspigmente 
sind nicht an Plastiden gebunden, sondern in einer analogen undifferen- 
zierten Struktur, dem peripheren Chromatoplasma enthalten (GEITLER 
1955), ist dennoch nicht tiberholt. Denn er bedeutet nur, daB Plastiden 
und Chromatoplasma verschiedene Dinge sind und das Chromatoplasma 
im Vergleich zu den Plastiden undifferenziert ist (wie ,,Chromidial- 
apparat‘ und Nucleoide gegentiber dem Zellkern). Da das Chromato- 
plasma aber nicht homogen ist, sondern submikroskopisch sehr fein 
organisiert sein muB, war aus allgemeinen Griinden schon immer anzu- 
nehmen. Um so wichtiger ist nun der tatsachliche Nachweis einer bestimm- 
ten Feinstruktur, und dazu einer solchen, die im wesentlichen mit der der 
Plastiden iibereinstimmt. Trotz seiner sehr distinkten Lamellierung laBt 
sich aber das Chromatoplasma, wie es auch dem mikroskopischen Aus- 
sehen entspricht, nicht scharf gegen das Centroplasma abgrenzen (DREWS 
u. NrkLowi1Tz, NrkLow1tz u. DREws)!'. 


1 NikLowrrz u. Drews gebrauchen daher ganz richtig den Ausdruck ,,Chromato- 
plasma‘‘, wahrend ErBErs, MInNAERT u. THOMAS es falschlicherweise als ,,Chloro- 
plast“* bezeichnen. 
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Die Lamellen liegen zu mehreren parallel angeordnet in Paketen, 
wobei sich charakteristische Unterschiede bei Oscillatoriaceen und Nosto- 
caceen zeigen. Bei Phormidium frigidum z. B. betragt die Zahl der Lamel- 
len vier (NrKLOwITz u. Drews 1957). In bestimmten Fallen sind die 
Lamellen parallel zur Langsachse des Zellfadens und auf dem Quer- 
schnitt -- verbogen konzentrisch angeordnet, bei Phormidium retzii ver- 
laufen sie radidér. In diesen Fallen sind die Lamellen und damit das 
Chromatoplasma deutlich peripher in der Zelle lokalisiert. Bei Oscilla- 
toria limosa dagegen reicht das Chromatoplasma schollenférmig, oft weit 
nach innen, in das Centroplasma hinein (diese Feststellung ist auch von 
Bedeutung fiir den unten geschilderten Zellbau von Chroococcus). Bei 
Nostocaceen ist die Parallelschichtung der Lamellen in den Paketen viel 
undeutlicher. Eine sehr klare Parallelschichtung, aber in stark und nach 
verschiedenen Richtungen verbogenen Lamellenpaketen zeigt die schéne 
elektronenoptische Aufnahme bei ELBERS, MINNAERT u. THOMAS (Fig. 10). 
Dem Text zufolge enthalt jedes Paket 4—6 Lamellen, auf dem Bild sind 
aber bis zu 9 sichtbar. Die Aufnahme ist besonders lehrreich fiir den Ver- 
gleich mit Chroococcus. 

Alle diese Strukturen befinden sich nicht so weit unterhalb der Grenze 
der mikroskopischen Sichtbarkeit, als man annehmen kénnte. Aus den 
meisten Abbildungen, besonders aus der zuletzt genannten von Synecho- 
coccus, ergibt sich, daB die Lamellierung schon bei doppelter GréBe 
mikroskopisch sichtbar ware. In etwas vergr6éBerter Ausbildung laBt sie 
sich tatsachlich unter bestimmten physiologischen Voraussetzungen in 
den Zellen mit guter Optik ohne weiteres erkennen, wie die Abb. 1—4 
zeigen!. Auf diesen Bildern von Chroococcus turgidus sieht man Pakete 
von 4—6 oder auch bis 8 annahernd parallel orientierten Lamellen, wobei 
der Lamellenabstand im Bild etwa 1 mm betragt, was einem wirklichen 
Abstand von 0,8 w entspricht. Die Ausmessung der Fig. 10 bei ELBERs, 
MrInnakrt u. THOMAS ergibt fiir Synechococcus cedrorum einen Lamellen- 
abstand von etwa 0,06 u. Die Abbildungen bei NrkLowiTz u. Drews 
zeigen ahnliche GroBenverhaltnisse. 

Das mikroskopische Sichtbarwerden eines Lamellenbaus laBt sich | 
auBer bei Chroococcus turgidus auch bei Synechococcus aerugindsus, Plec- 
tonema wollei und Lyngbya maiuscula beobachten sowie vermutlich auch 
bei anderen Arten, bei denen die Voraussetzungen zu seiner Beobachtung 
noch nicht gegeben waren. Es miissen namlich die Zellen sich in einem 
bestimmten Zustand physiologischer Depression befinden. Dieser Zustand 
ist, abgesehen von der Plasmastruktur, an der Verfiirbung von Blaugriin 
zu gelblichen Ténen leicht erkennbar, was besonders an dem hier ein- 
gehender behandelten Chroococcus turgidus auffallt, da seine normale Far- 


A Die Photographien wurden mit Zeiss Apochromat 90, 1,30 und Komp.-Okular 
10fach in — nicht einmal monochromatischem — Orangelicht aufgenommen. 
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bung ein sehr intensives Blaugriin ist. Die Verfarbung allein kennzeichnet 
den Zustand allerdings nicht, denn Gelbfirbungen kommen auch sonst 
vor (z. B. als Ausdruck von ,, Stickstoffchlorose“), ohne da Lamellen 
auftreten. AuBerdem gibt es Blaualgen, wie manche Chamaesiphon- 
Arten, die normalerweise ahnlich gelblich gefarbt sind. Infolge unserer noch 
sehr mangelhaften Kenntnisse tiber physiologisch bedingte Strukturveran- 
derungen des Blaualgenprotoplasten und seiner Einschliisse kann nicht 
einmal der Versuch gemacht werden, den Zustand naher zu prazisieren. 

Der entsprechende physiologische Zustand stellt sich bei dem genauer 
untersuchten Chroococcus turgidus, wie mehrjaihrige Beobachtungen zei- 
gen, gewOhnlich ein, wenn die Proben aus Hochmoorschlenken, die ihn 
enthalten, in gewohnlichen bedeckelten Glasschalen bei Temperaturen 
unter 10° Cim diffusen Tageslicht aufgestellt werden. Die saure Reaktion 
des Mediums geht dabei infolge Alkaliabgabe aus dem Glas zuriick. Nach 
etwa 2 Monaten ist bei einem px von + 6 ein groBer Teil der Chroococcus- 
Zellen nach Gelb verfarbt und zeigt Lamellenbau im Chromatoplasma. 
Die Zellteilungen sind sistiert. Bei Synechococcus aeruginosus, ebenfalls 
einer Hochmooralge, tritt der Lamellenbau an Exemplaren auf, die im 
Freiland eben tiberwintert haben. Im Fall von Plectonema und Lyngbya 
handelt es sich um einzelne Gelegenheitsbeobachtungen, die keine 6ko- 
logischen Kinblicke erméglichten. 

Die Struktur muB. jedenfalls als ,,pathologisch** angesehen werden; sie 
bedeutet offenbar eine Schadigung des normalen Assimilationsapparats, 
womit ja auch die verainderte Pigmentierung im Einklang steht. Doch 
ist sie, zumindest noch in den hier abgebildeten Stadien von Chroococcus 
turgidus, reversibel. In 0,01°%,iger saurer Knopscher Nahrlésung mit 
Torfbeigabe ,,ergriinen™ die Zellen und nehmen nach etwa drei Wochen 
wieder ihr normales Aussehen an, d. h. zeigen ein gleichmaBig feinkérni- 
ges, blaugriines Chromatoplasmat. 

Der Effekt des besonderen physiologischen Zustands, welcher Natur 
er im einzelnen auch sein mag, ist jedenfalls der, da die submikrosko- 
pischen Lamellen des Chromatoplasmas an Dicke zunehmen ‘und daf 
ihre Abstande in den Paketen gréBer werden. Allerdings fehlen noch fiir 
Chroococcus turgidus und die anderen genannten Arten elektronen- 
optische Bilder, die einen unmittelbaren Vergleich erméglichen kénnten, 
Doch zeigt der Vergleich vor allem mit der erwaéhnten elektronenopti- 
schen Aufnahme von Synechococcus cedrorum, aber auch mit manchen 
Bildern von Nrktowrrz u. Drews, da® es sich um eine grundsatzlich 
gleiche Struktur handelt, die also offenbar auf die submikroskopische 
Lamellierung zuriickgeht und diese in etwas vergréBerter Ausbildung in 
mikroskopischer Sichtbarkeit darstellt. 


1 Uber die mikroskopischen Strukturen des Chromatoplasmas vgl. GHITLER 1936. 
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Charakteristisch ist die parallele Anordnung der Lamellen in Paketen, 
die unter sich beliebig orientiert sind, woraus sich eine im einzelnen regel- 
lose, aber im ganzen durchschnittlich gleichmaBig-unorientierte Struktur 
ergibt. Im optischen Schnitt iiberwiegt allerdings stellenweise eine 
bevorzugte radiadre Ausrichtung (wie sie NrkLowrrz u. DREws bei manchen 


Abb. 1. Chroococeus turgidus, achtzellige Kolonie, vier Zellen ungefiihr in der Bildebene: in der Zelle 
techts unten Lamellenstruktur der obersten Chromatoplasmakuppe, in der Zelle links unten und 
rechts oben Lamellenstruktur der tieferen Region des peripheren Chromatoplasmas sichtbar, 
Photo nach dem Leben; etwa 1600fach 


Arten elektronenoptisch feststellten). Charakteristisch ist ferner, daB 
die Anzahl der Lamellen je Paket ziemlich konstant ist, namlich 4—6, 
seltener auch 7 oder 8 betrigt, was mit den elektronenoptischen Bildern 
iibereinstimmt. Die Lamellen sind gerade oder leicht verbogen. 

Da die GréBe der Lamellen und Pakete gegeniiber ihren elektronen- 
optischen Dimensionen zugenommen hat, mu ihre Anzahl entsprechend 
gesunken sein, sofern sie das gleiche Areal in der Zelle einnehmen, was 
anzunehmen ist. Ob dabei die urspriinglichen Lamellen sich tatsichlich 
vergroBert haben, wobei eine gewisse Anzahl ,,verschwinden“ miBte, 
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oder ob die vergréferten durch Verbackung mehrerer submikroskopi- 
_scher entstanden sind, was wahrscheinlicher ist, laBt sich zunachst nicht 
sicher entscheiden. Auf jeden Fall ist die VergréRerung mit einer Ver- 
kleinerung der Oberflachen verbunden und muB mit einer Insuffizienz des 
Assimilationsapparats einhergehen. 


Abb. 2. Chroococcus turgidus, dieselbe Kolonie wie in Abb. 1 bei tieferer Einstellung im Mikroskop* 
Lamellenstruktur der obersten Chromatoplasmakuppe in der Zelle links oben, etwas tiefer rechts 
unten; in den Zellen links unten und rechts oben ist ein Teil des Centroplasmas getroffen. 
Photo nach dem Leben; etwa 1600 fach 


Bis zu einem gewissen Grad 1i8t sich das Sichtbarwerden der sub- 
mikroskopischen Struktur mit dem Auftreten einer mikroskopischen 
Lamellierung in geschadigten Plastiden vergleichen. Auch hier erfolgt 
offenbar Verbackung mehrerer Lamellen, in den Zwischenréumen aller- 
dings Aufblaihung durch Wasseraufnahme. Doch handelt es sich in die- 
sem Fall um Artefakte mit sehr weitgehender Zerstérung der natiirlichen 
Struktur — daher ihre Irreversibilitat —, wahrend es bei den Blaualgen 
intravitale, noch physiologisch ertragliche, daher reversible Vorgange sind. 

Die Lamellenpakete liegen liickenlos dichtgepackt im Chromato- 


plasma, welches — auch elektronenoptisch — keine scharfe Abgrenzung 
13* 
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gegen das Centroplasma besitzt. Es finden sich auBerdem auch im Contino: 
plasma Pakete, die aber zwischen sich lamellenfreie Raume freilassen 
(Abb. 4). Offenbar liegt bei Chroococcus turgidus eine ahnliche Ausbildung 
wie bei Oscillatoria limosa vor (NiKtowITz u. Drews, 1957, S. 155), bei 


der die Lamellen ,,nicht eine ausschlieBliche Zuordnung zu den peripheren 
; 


Abb.3. Chroococcus turgidus, dieselbe Kolonie wie in Abb. 1 u. 2 bei noch tieferer Einstellung im 
Mikroskop: in den Zellen links unten und rechts oben ist das Centroplasma fast zentral getroffen. 
Photo nach dem Leben; etwa 1600fach 


Bereichen der Zelle** zeigen. Das Chromatoplasma reicht anscheinend 
mit sehr unregelmaBigen Ausbeulungen in das Centroplasma hinein. Im 
Leben sieht man zwar im optischen Querschnitt eine deutliche, ring- 
formige Chromatoplasmazone, die vor allem durch das Fehlen der centro- 
plasmatischen Kinschliisse sofort auffallt. Ob aber bei Chroococcus 
turgidus die Farbstoffe allein in dieser peripheren Ringzone lokalisiert 
sind, lieB sich bisher bekanntlich nicht sicher entscheiden. Schon die 
alten Untersuchungen Acrons an fixiertem Material lassen erkennen — 
obwohl sie methodisch und inhaltlich tiberholt sind —, daB das Centro- 


Abb. 4. Chroococcus turgidus, vierzellige Kolonie bei zwei verschiedenen Hinstellungen im Mikroskop: 
schwache Ausbildung der Lamellenstruktur des Chromatoplasmas, zum Teil in das Centroplasma 
iibergreifend (obere Zelle links); in der linken unteren Zelle der oberen Abbildung sind die Lamellen 
im Flichenbild der Chromatoplasmakuppe verhiltnismaBig gut erkennbar, in den beiden oberen Zellen 
der unteren A bbildung ist die + radiire Anordnung sichtbar. — Photo nach dem Leben; etwa 1600 fach 
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plasma nicht so klar wie in anderen Fallen vom Chromatoplasma unter- 
scheidbar ist. Das Hineinreichen der Lamellen in das Centroplasma 
spricht dafiir, daB sich auch hier Farbstoffe befinden. Die feulgenpositive 
Substanz liegt zwischen den centroplasmatischen Lamellenpaketen und 
erscheint bei Essigcarminfarbung als unregelmafig netzformige, ver- 
waschene Struktur in Form eines ,,Chromidialapparats‘*; in seinen 
Maschen liegen Lamellenpakete. 

Diese Angaben kénnen nur zur ersten Orientierung dienen. Die wirk- 
liche Aufklirung des Protoplastenbaus muB mit Hilfe des Elektronen- 
mikroskops und exakter mikrochemischer Reaktionen erfolgen. Es ist 
auch nicht moglich, durch mikroskopische Beobachtung allein die Ent- 
stehung der Lamellenstruktur zu verfolgen, da sie ja jenseits der mikro- 
skopischen optischen Auflésung einsetzt: man findet teils Zellen mit 
gleichmaBig kérnigem Chromatoplasma und teils solche, in denen die 
Struktur eben erkennbar wird — die Lamellen erscheinen diinn und aus 
K6érnchen zusammengesetzt, sie lassen sich kaum zufriedenstellend 
photographieren — und endlich Zellen mit mehr oder weniger ausge- 
prigtem Lamellenbau (Abb. 4) bis zu solchen mit maximaler Deutlich- 
keit (Abb. 1—3). 

Gegeniiber Fixierungsmitteln verhalt sich die Struktur im allgemeinen 
erwartungsgemaB. Mit Chrom-Osmium-Gemischen, z. B. 2BX, wird sie 
lebensgetreu erhalten. Alkohol Eisessig, der momentan eindringt, laBt 
sie tibertrieben deutlich — wie ,,gestochen‘* — hervortreten; man sieht 
dann (bei Untersuchung im Fixierungsmittel) noch besser als im Leben, 
daB keine ausschlieBliche Lokalisierung auf die periphere Chromato- 
plasmaschichte besteht. In Zellen, deren Struktur im Leben kaum er- 
kennbar war, wird sie verdeutlicht. 70°, iger Alkohol erzeugt eine krampf- 
artige Schrumpfung mit briisker einseitiger Abhebung des Protoplasten 
von der Zellwand; er dringt also nicht sofort ein und bewirkt Wasser- 
entzug. Das Plasma wird dabei stark lichtbrechend und die Lamellierung 
geht optisch unter. Auch nachdem die Schrumpfung — unvollkommen — 
zuriickgegangen ist, bleiben die Lamellen unsichtbar. Sie sind aber nicht 
zerstort, sondern erscheinen bei Nachbehandlung mit Alkohol-Eisessig 
wieder, Bei unmittelbarer Behandlung lebenden Materials mit Essig- 
carmin verquellen die Lamellen leicht und werden dadurch undeutlicher. 
Sie bleiben ungefarbt, wahrend sich zwischen ihnen, wie erwahnt, der 
»Chromidialapparat™ anfarbt. 

Die Lamellenstruktur ist auch ziemlich resistent gegeniiber einem 
langsamen Absterben der Zellen. SchlieBt man lebendes Material in 
einem Deckglaspraparat mit Vaseline ein, so ist bei Aufstellung bei Tem- 
peraturen unter 10° C nach drei Tagen ein groBer Teil der Zellen infolge 


Bei Merismopedia erscheint das Centroplasma homogener, aber nimmt einen 
viel kleineren Raum als bei Chroococeus ein (vgl. die Abbildungen bei Acron) 
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von Sauerstoffmangel abgestorben. Es haben sich dann im Protoplasten 

_blaue Vacuolen gebildet, die das restliche, auch in gelblichen Zellen vor- 
handene Phycocyan enthalten. Sie sind verschieden groB und besitzen 
sehr unregelmafige, oft verastelte Formen, liegen auBerdem nicht nur im 
peripheren, einheitlichen Chromatoplasma — hier iibrigens immer leicht 
subparietal, niemals streng parietal —, sondern auch in zentralen Be- 
zirken. Auch dieser Umstand spricht dafiir, daB die Farbstoffe nicht 
ausschlieBlich peripher lokalisiert sind, da eine Diffusion in so kurzer Zeit 
und von aufen nach innen im Protoplasten nicht anzunehmen ist. In 
derart abgestorbenen Zellen bleibt der Lamellenbau — zunachst wenig- 
stens — anscheinend unverandert erhalten. 

Welche Vorgainge morphologischer und physiologischer Art der mikro- 
skopischen Lamellenbildung auch immer zugrundeliegen, es zeigt sich 
jedenfalls, daB bei Strukturuntersuchungen, vor allen auch elektronen- 
optischen, mit der Beschreibung des Protoplasten — und besonders des 
noch so unbekannten der Blaualgen — an einem einzigen Zeitpunkt noch 
nicht alles getan ist. Es ist zu beriicksichtigen, daB sich auch Blaualgen- 
zellen in sehr verschiedenen physiologischen Zustaénden befinden und 
daB sich diese morphologisch auswirken kénnen oder miissen. Fiir das 
Chromatoplasma ist anzunehmen, daB sein Feinbau je nach seiner Akti- 
vitat in der Zelle auch in submikroskopischen Dimensionen sehr ver- 
schieden sein wird; die mikroskopisch sichtbar werdende Struktur muB 
ihre Vorlaufer haben. Auch elektronenoptisch werden Schwankungen der 
Zahl, der Dicke und des Abstands festzustellen sein, so daB bestimmten 

- MaBangaben, die an einem physiologisch homogenen Material gewonnen 
wurden, in dieser Hinsicht keine allgemeine Bedeutung zukommt. 


Zusammenfassung 


An mehreren Cyanophyceen tritt im Chromatoplasma unter bestimm- 
ten physiologischen Umstianden ein Lamellenbau von mikroskopischen 
AusmaB8en in Erscheinung, der offenbar eine vergréBerte Ausbildung der 
elektronenoptisch nachgewiesenen Struktur ist. Es handelt sich um 
Pakete parallel liegender, -_ verbogener Lamellen in gleicher Zahl und 
Anordnung wie in elektronenoptischen Bildern. Die Struktur ist gegen- 
iiber der von anderen Cyanophyceen elektronenoptisch nachgewiesenen 
nur etwa 3fach vergroBert. 

Die entsprechenden physiologischen Zustande stellen sich als eine 
Depression bestimmter Art dar, die sich in Vergilbung und. Sistierung 
der Zellteilungen ausdriickt. Die mikroskopisch sichtbare Lamellierung 
erfolgt intravital und ist reversibel. Es finden sich alle Ubergiinge zwi- 
schen normal blaugriinen Zellen mit kérnig-homogenem Chromatoplasma 
und stark gelben mit deutlicher Lamellierung. Es besteht offenbar eine 
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gleitende Reihe zwischen der submikroskopischen und der mikroskopi- 
schen Lamellierung. 

Die Beobachtungen zeigen, daB durch die Beschreibung des Proto- 
plasten an einem bestimmten Zeitpunkt sein Feinbau nicht vollkommen 
erkannt werden kann, sondern da® dieser, wenigstens in quantitativer 
Hinsicht, stark vom Lebenszustand der Zelle abhaingen kann. 

Bei Chroococcus turgidus bestehen Anzeichen, daB die Assimilations- 
pigmente auch in zentralen Bezirken lokalisiert sind. So reichen die 
Lamellenpakete des Chromatoplasmas in das Centroplasma hinein, und 
hier bilden sich auch Phycocyanvacuolen. Das Centroplasma wird durch 
das Chromatoplasma anscheinend zerkliftet, die feulgenpositive Sub- 
stanz liegt zwischen den Ausbeulungen des Chromatoplasmas. 
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On the Interplay of Environmental Factors Affeeting 
Taxis and Motility in Rhodospirillum rubrum 
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When reviewing the literature describing tropisms and taxes in micro- 
organisms, the reader is struck by the complex and unpredictable ways 
in which environmental factors modify the responses to external stimuli 
(see Matnx 1929). A common reaction to this discovery is a determination 
to conduct simple, carefully controlled experiments, through which the 
response to a given stimulus, under rigidly specified conditions, can be 
noted. While this approach is invaluable in testing hypotheses, it is not 
conducive to their initial formulation, since the information obtained is 
fragmentary. The perception of generalizations might better be achieved 
by studying carefully the interplay of several variables in a fairly com- 
plicated situation. 

_ An amply complex situation is encountered when one studies tactic 
responses in Rhodospirillum rubrum. This organism responds tactically? 
to changes in illumination and in the concentrations of numerous chemi- 
cals (notably oxygen); moreover, the response to a change in one environ- 
mental factor is often modified by the presence (or magnitude) of another 
factor. The rich variety of tactic phenomena in R. rubrum can be linked 
(MANTEN 1948; Clayton 1955b) to its metabolic versatility; the organ- 
ism can grow either phototrophically or through an oxidative meta- 
-bolism. 

Our purpose in this paper is to describe observations of tactic responses 
in Rhodospirillum rubrum and to offer a working hypothesis correlating 
these observations. — 


Methods 
A. Material 


Rhodospirillum rubrum, strain S—1 (van Niel), was cultivated anaerobically, 
under illumination, in yeast extract (1%) plus tap water. Exponentially growing 
cultures were centrifuged, suspended, centrifuged, and resuspended to a density of 
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1 The tactic response is a sudden reversal in the direction of swimming, occasioned 


by a change in the immediate environment of the organism. 
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about 1 mg. (dry weight) per ml. in distilled water containing the ‘following con- 
centrations of minerals: KH,PO,/Na,HPO,, pu7.0, 0.01 mM; (NH,),8O, 0.1%; 
MgCl, 0.05% ; CaCl, 0.02% ; NaHCO, 0.006 m. Endogenous metabolism was sufficient 
to ensure good motility in these suspensions, provided that the cells had access 
either to light or to air. Vigorous tactic responses were observed under appropriate — 
conditions. 


B. Some technical difficulties ¥ 

Taxis was observed by noting the distribution of bacteria, in a dense 
suspension, in the neighborhood of an appropriate stimulating agent. To 
evaluate a pattern of distribution of bacteria, as seen with the unaided 
eye, one must take at least two factors into account, aside from the 
occurrence of tactic responses : > ; a y 

1. A decrease in motility will lead to a “trapping” effect which will 
produce a pattern suggestive of positive taxis: The cells will tend to 
congregate where their speed of swimming is reduced. Conversely, in a 
region where the speed of swimming is increased, the density of cells will 
be diminished. These phenomena will henceforth be termed, collectively, 
“the motility artefact’. o 

2. In a region where a reagent is diffusing rapidly from its source, the 
cells will be pushed outward along the advancing front of the zone of 
diffusion, through a transfer of momentum from the diffusing molecules 
to the cells. The appearance of the pattern will suggest a strong negative 
taxis: a clear zone with a sharp, dense boundary. This effect, henceforth 
termed “‘the diffusion artefact’’, is exhibited convincingly in preparations 
in which the cells have been rendered immotile through the use of a 
suitable poison. 

The author has described in an earlier paper (CLAYTON 1957) a semi- 
quantitative investigation of these phenomena; for our present purposes 
the following facts should be borne in mind: In chemotaxis experiments, 
using readily soluble reagents, the diffusion artefact predominates during 
the early phases of evolution of the pattern. It is negligible when the 
pattern has become relatively stationary (in general, after the first 
minute of development, or when the apparent boundary of the “‘diffu- 
sion zone’ has become greater than 1 cm in diameter). The effect is not — 
noticeable when sparingly soluble reagents are used. Restricting our atten- 
tion to well-developed, slowly changing patterns (these alone will be 
reported in the remainder of this paper), a distribution st ggesting positive 
chemotaxis can only be interpreted as such, with confidence, if the 


' In an earlier publication (CLAyTON 1955b) it was reported that under conditions 
which preclude exogenous metabolism, few tactic responses occur. It appears now 
that the author was misled by the poor motility of the cells, under the conditions 
then prevailing. The vigor of tactic responses was judged by viewing congregations 


of bacteria with the unaided eye, and not through the microscopic observation of 
single cells. 
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motility is unaltered or increased by the presence of the reagent. A con- 
_ gregation of cells in the vicinity of the reagent, occasioned by a positive 

chemotaxis, cannot be distinguished from one which is caused by a sup- 
pression of motility, except through careful microscopic observation. 
Similarly, an observation of negative chemotaxis will be regarded as 
valid only if the reagent diminishes the motility or leaves it unaltered. 


It is likely that many reports, in the literature, of positive osmotaxis (a non- 
specific chemotactic attraction toward ions) are in reality descriptions of the 
motility artefact. Such reports have been offered by Manasvu (1897), Knrep (1906) 
and many others; for a comprehensive bibliography see Linxs (1955). 

KNIEP Aone that with Rhodospirillum rubrum certain pairs of ions (CI- and 
SO; ; K+ and Ca++) acted independently, or additively, and concluded that inde- 
pendent mechanisms for chemotaxis were involved; he may have been dealing with 
independent mechanisms for a suppression of motility. PrrncsHrmm and Mainx 
(1926) report that Polytoma uvella displays no osmotaxis. More significantly, Frcn- 
NER (1915), observing the chemotactic responses of individual specimens of Oscilla- 
toria, found nothing but negative responses (withdrawal from the reagent) toward 
salts, acids, bases, and organic compounds. Mrtznur (1920) reports, for Spirillum 
volutans exposed to crystals of NaCl, the immediate development of a pattern of 
negative chemotaxis having a dense “‘positive’’ boundary; in all probability this was 
an example of the diffusion artefact. 

To eliminate these artefacts, one must observe the responses of individual 
bacteria to chemical stimuli which are applied suddenly. The technique of Dr 
Ropertis and Prexturro (1951), in which reagent and cells are separated by a 
cellophane membrane, might be turned to this purpose. 


C. Aerotaxis observations 


A suspension of R. rubrum, prepared as described earlier, was mounted in a 
disc-shaped chamber, 1 cm. in diameter and !/, mm. thick, formed by combining a 
microscope slide, a glass spacing ring, and a cover glass. The ensemble was sealed 
together with 50% vaseline+50% lanolin to exclude air and prevent evaporation. 
A reagent, whose effect on aerotaxis was to be tested, was incorporated in the 
suspension medium (described in the foregoing section) at a concentration of 
0.01 m. 

The preparation was placed in the dark for 30 minutes to one hour; during this 
time any dissolved oxygen was reduced through respiration. This treatment was 
followed by illumination (two feet from a 100 watt lamp) for 10 minutes to ensure 
motility of the cells. One edge of the cover glass was then pried up gently until a 
small air bubble entered the preparation; the development of a pattern of accu- 
mulation or withdrawal in the vicinity of the bubble was observed under various 
conditions of illumination. Phototaxis was observed by illuminating part of the 
preparation and noting the distribution of bacteria near the light-dark boundary. 


D. Chemotaxis observations 
Chemotaxis! was observed by the traditional method of placing a reagent locally 
inside a suspension of bacteria under a raised cover glass, and noting the distribution 


of cells as the reagent diffused away from its original site. A cover glass was sup- 
ported 1/, mm above a microscope slide by bits of wax; the suspension of bacteria 


1 Throughout this paper, “chemotaxis’’ will denote tactic responses to substances 
other than oxygen. 
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was pipetted into the intervening space. The preparation was flooded with suspen- 
sion around the cover glass, to allow for evaporation. A regime of about 30 minutes 
darkness followed by ten minutes’ illumination was imposed, to ensure anaerobicity 
and motility. At the end of this time the “flooded” part of the preparation, outside 
the cover glass, had dried up. Now a few crystals of a solid reagent were placed in 
the center of the preparation, being carried on the tip of a fine glass rod dipped in 
vaseline. In the case of a liquid reagent, the substance was placed in a capillary tube, 
flared at the ends and sealed with wax; this tube was placed under the cover glass, 
with its ends protruding, before the bacterial suspension was added. At the appro- 
priate time the tube was broken 
el at its center (within the sus- 
pension) by means of a glass 
rod. A little pressure on the 
wax, sealing one flared end, 
forced a droplet of the reagent 
out of the broken end, into the 
suspension. 
Following introduction of 
the reagent, the preparation 
nag coed was viewed under dim light 
(the meaning of “‘dim”’ will be 
discussed under Results; Aero- 
| taxis, p. 197); as the reagent 
AL diffused outward, the evolution 


a 


S 


Percent of morile cells having speed V 


v3 005 0.10 Ols azo of a pattern of distribution of 
Swimming speed V, mm/sec bacteria could be studied. The 


i q effect of oxygen upon the re- 

Fig. 1. Distribution in speeds of 100 motile as ame ld b 
Rhodospirillum rubrum, observed microscopically sponse ox wage cou ae 
observed by noting changes in 


the pattern at the periphery of 
the cover glass; conversely the effect of the reagent upon aerotaxis could be seen in the 
peripheral parts of the preparation (although not as clearly as in the preparations des- 
cribed in the foregoing section). The effect of light upon chemotaxis, and of the reagent 
upon phototaxis, could be studied by raising the level of illumination and by illumi- 
nating half of the preparation and observing any changes at the light-dark boundary. 


E. Observation of motility 


The degree of motility of cells in the preparations just described could be gauged 
roughly through microscopic observation. Owing to the density of the suspensions, 
it was impossible to follow individual organisms or to estimate, even crudely, the 
fraction of cells which were motile. The observation of motility was therefore 
supplemented, in some cases, by a separate experiment, conducted as follows: A 
suspension of cells was prepared in the manner already described. A drop of this 
suspension was added to 1 ml of clear suspension medium, in which the reagent 
under study was, in most cases, incorporated at a concentration of 0.5%. This 
concentration was calculated to be greater than that prevailing in the “chemo- 
taxis” preparations, at least in those regions of the latter from which conclusions 
were drawn. A drop of the diluted suspension, containing a reagent, was examined 
microscopically; an average speed of swimming was obtained by timing twenty 
individual cells as they swam from the center to the edge of the field of view (a 
distance of 0.2 mm). This observation was repeated ten minutes later. The distribu- 
tion in speeds of 100 individual cells, as measured in one experiment, is shown in Fig.1. 
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experimental session. 


Results 
A. Motility 

Information regarding motility, as observed in aerotaxis and chemo- 
taxis preparations, is presented in Table 1. The results of more careful 
measurements with diluted suspensions are shown in Tables 2a, b, c, d, 
and e. Each of these latter tables contains the data from a separate 
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Table 1. Effects of reagents on the motility of Rhodospirillum rubrum, 
as observed in dense suspensions 


Motility retarded slightly 


Motility retarded strongly 


Motility abolished 


Curare ascorbic acid 
Na,HPO, citric acid 
KHSO, 
KH,PO, 


tetrazolium blue FeSO, 
ethanol 


NaS 


Na-p-chloromercuribenzoate 
phenylmercuric acetate 


Na iodoacetate 
2,4-dinitrophenol 
quinone 


FeCl, 


Table 2a. Hffects of reagents on the motility of Rhodospirillum rubrum (see text) 


Mean 


swimming 


Reagent Concentration Remarks 
speed, 
| mm/sec 
None. . —- 0.056 
None; bicarbonate omitted 
from suspension medium — 0.045 |0.058 mm/sec after 1 hour 


Na butyrate;no bicarbonate} 0.01 ™M 0.046 
Na malate. 0.01 Mm 0.060 
L-cysteine 0.5% 0.062 |0.059 after 1 hour 
sat.; 
L-cystine . < 0.5% 0.057 
Na; LuEOses. 0.5% 0.057 |0.040 after 10min; immotile 
after 1 hour. Frequent spon- 
taneous reversals (about one 
every 2 sec) 
Hydroquinone (not puri- 
fied) AB Soot fice een 0.5% 0.015 |Immotile after 10 min. Brown 
color, suggesting quinone, 
develops 
Quinone (not purified) 0.5% 0 Immotile 
2,3,5-triphenyl tetrazolium 
chloride. . 05% 0.040 |Immotile after 10 min 
sat. ; 
Tetrazolium blue. . <0:5% 0 Immotile 
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Table 2b. See text 


Mean swimming 

Reagent Concentration speed, 

mm/sec 

None. . sok caurapics ica: — 0.052 
None; bicarbonate omitted — 0.046 
ROK Gon Bd AOS 0.5% 0.056 
PAT OINING ween nen 0.5% 0.056 
Creatine eer 2 ukceesaee ane EEA 0.052 
Yeast extract’. ... . 1097, 0.053 
Adenosine diphosphate . Sat.; << 0.5% 0.054 
Adenosine triphosphate . 0.5% 0.053 


Table 2c. See text 
Mean swimming 


Reagent (0.5%) speed Remarks 
mm/sec 
None. eo eee eee 0.058 
Homocysteine. ..... 0.063 
Glutathione eset 0.048 Many immotile; a few very fast 
Methionine ..... 0.060 
PALA OING tees ee fed ee 0.057 
Phenylalanine... .. . 0.057 
Serio. 106 cers, tomes ee 0.060 Many immotile after 10 min 
Curarete a eee 0.053 Frequent slowing, starting and stop- 
ping, and reversals 
IDA (MOMS cg ag nae 0.045 
D-lysergic acid dimethyl- 
amide tartrate (0.01%) . < 0.02 Frequent stops and reversals. Many im- 
motile 
Acetylcholine .... . 0.025 Nearly all immotile after 10 min 
Kserine sulfate. . 0.054 


Reagent (0.5%) 


Na ascorbate 

Na fluoroacetate. ... . 
NE OHO. am = 
Adrenaline 


Table 2d. See text 
a ea ea ae a ee ee we 


Mean swimming 
speed 
mm/sec 


0.037 
0.027 
0.034 
0.02 
0.02 
0.035 
0.027 
0.032 
<.02 
0.042 


Remarks 


Erratic course and speed 
Erratic course and speed 
Many immotile 
Frequent reversals 


Many immotile 

Many immotile 

Nearly all immotile 

Reagent increases fraction of cells which 
are motile 
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Table 2e. See text 


-_—eeeee—ee—e—e———— eer ————— 


Mean swimming 
Reagent (0.5%) speed. Remarks 

RE LETS Esse EWR Se aad 

STRESS eee rer, 0.058 pu 7.5, rather than 7.0, in all cases cited 
in this table 

INUIT sah ea lg le aa cae Aaa < 0.01 

Bae [EUR CT? Diss Ah Las < 0.01 

Na,HPO,/NaH,PO,... . 0.053 Reagent adjusted to py 7.5 

PtteOTKH PO. 2 2. = 0.056 Reagent adjusted to pr 7.5 

Hecysteine-....... 0.062 

PN OMO a5 Bence dees st hee ee 0.061 Suspension medium contained no Nat; 
Na,HPO, was replaced with K,HPO, 

EH Ch ings og ald esas Pat be <a Ma < 0.01 Suspension medium contained no Nat; 
Na,HPO, was replaced with K,HPO,; 

Nas HPO,/NaH,PO,. . .. 0.058 Suspension medium contained no Nat; 
Na,HPO, was replaced with K,HPO, 

reagent adjusted to px 7.5 

BONG mks hf acts ducarnn CLO 0.060 Suspension medium contained no K+; 
KH,PO, was replaced by NaH,PO, 

Er We Nag A < 0.01 Suspension medium contained no K+; 
KH,PO, was replaced by NaH,PO, 

pS EEP OS KHSPO, wees 0s 0.060 Suspension medium contained no K+; 
KH,PO, was replaced by NaH,PO,; 
reagent adjusted to px 7.5 


The results shown in Tables 2a—e differ in some respects from those 
of Table 1 (among the latter should be included those cases in which a 
reagent had no obvious effect on motility, as judged in dense suspensions, 
and hence was not listed in the Table). Thus, for example, the suppres- 
sion of motility by NaCl (Tables 2d, e) was not detected in dense suspen- 
sions, because of the much larger population under observation. Taking 
the measurements with diluted suspensions to be more reliable than the 
superficial observations of dense suspensions, we note the following effects 
(among others) : 

1. Motility is enhanced by sodium malate, cysteine, homocysteine, and 
adrenaline. 

2. Motility is retarded by chloride ion, by the absence of bicarbonate, 
and by a variety of toxic substances, especially by thiol inhibitors. 

3. Curare and lysergic acid induce erratic swimming; adrenaline arouses 
immotile cells. 

Finally, the dependence of motility wpon light and air should be men- 
tioned. Cells which have been starved by prolonged incubation in the 
absence of a carbon source are immotile in the dark, under anaerobiosis. 
The feeble motility displayed by “fresh’’ cells under these conditions 
ceases after a few hours; it can be attributed to energy-yielding endoge- 
nous processes of the sort described for the green bacteria by LarsEN 
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(1953). A few seconds’ exposure to light or to air restores vigorous 
motility; the speed of swimming in the absence of air rises with in- 
creasing light intensity to a maximum value equal to that in the presence 
of air. The light intensity which is saturating for motility appears to be 
roughly equal to that which is saturating for phototaxis or for photo- 
synthesis. 

We conclude that a pool of stored energy is not available for sustained 
motility; an immediate source of energy appears to be required. 


B. Aerotaxis 
The interpretation of ‘‘aerotaxis patterns’’, in the neighborhood of an 
air bubble, sometimes requires care because of a balance between the 
diffusion of oxygen into the preparation and its removal by the cells. 


bim (Airbubble) Moderate Bright 
light light light 


Fig. 2. Aerotaxis of Rhodospirillum rubrum suspended in a mineral medium, 
under three conditions of illumination. See text for details 


Thus, a feeble aerotaxis observed with weakly respiring cells can be 
conspicuous because the pattern extends far into the preparation, while a 
strong aerotaxis coupled with vigorous respiration is sometimes hard to 
detect because the pattern is confined to a narrow border around the 
bubble. In our experiments this situation was not especially trouble- 
some. The motility artefact was not a source of uncertainty in observations 
of aerotaxis, as the reader can verify by cross-checking the results of this 
section against those of the foregoing section (Results: Motility). 
Aerotaxis in the absence of special reagents has been described else- 
where (CLaytTon 1955b); the patterns observed under various conditions — 
of illumination are shown in Fig. 2. In darkness or in dim light a pattern 
of positive aerotaxis prevails; the density of cells is greatest at a well- 
defined boundary. The transition to bright light yields a “‘transitional’’ 
pattern in which the boundary alone remains dense; a low oxygen 
tension is preferred over greater and still lesser values. This micro- 
aerophilic behavior is commonly displayed by colorless spirilla (BxEt- 
JERINOK 1893) at all light intensities. In bright light the pattern formed 
by R. rubrum is one of negative aerotaxis; the extent of the pattern is 
greater than that of the positive pattern, and a sharp boundary is lacking. 
These patterns can be correlated with the metabolism of the bacteria 
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(Crayton 1955a). In dim light the cells engage mainly in respiration; in 
bright light respiration is suppressed and photosynthesis prevails. The 
transitional (microaerophilic) aerotaxis is displayed at a light intensity 
which is just saturating for photosynthesis; at this intensity respiration is 
inhibited but not wholly suppressed. 

All further reference to bright light will denote an intensity sufficient 
to eliminate respiration; dim light will mean an intensity at which 
photosynthesis proceeds much more slowly than respiration. Phototaxis 


l-cysteine k3 Fe (ON)g 


Na -/falata Na Ascorbate ; 
Na butyrate 
or Propionare 


with HC03 omitted 


Fig. 8. Aerotaxis of Rhodospirillum rubrum, in dim light, in the presence of various reagents at 
concentrations of 0.01 M 


patterns, produced by partial illumination of the preparations, developed 
only in the anaerobic region beyond the boundary of the aerotaxis 
pattern. This inhibition of phototaxis by air has been known since the 
time of ENGELMANN (1881). 

We turn now to a description of aerotaxis as modified by certain 
chemicals. Neither the negative aerotaxis in bright light nor the tran- 
sitional pattern in moderate light was modified by any of the chemicals 
added; we shall describe only the positive aerotaxis in dim light. This is 
portrayed in Fig. 3, for cells in the presence of the reagents listed in the 
figure (all at concentrations of 0.01 m). Only in one of the cases shown in 
Fig. 3 was motility retarded; in the presence of cysteine, two zones of 
congregation were observed. The denser, inner zone contained cells of 
reduced motility. It is possible that the combination of air and cysteine, in 
the presence of a dense suspension of cells, yielded a toxic substance 
(peroxide?). The more extensive pattern in the presence of ferricyanide 
suggests that the rate of removal of oxygen was diminished. Phototaxis 


was abolished by this reagent, but motility was apparently normal. In 


14 
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the presence of 0.001 m NaCN (not illustrated), aerotaxis was suppressed, 
while phototaxis was not. The enhancement of positive aerotaxis in the 
presence of sodium malate, and its attenuation in a more reducing environ- 
ment (butyrate or propionate, with bicarbonate omitted) should be noted. 


Aerotax/s 


Reagent on 
Glass Rod 


| 
| 
| 
| 
| 


Cover Glass 


Shide 


Fig. 4. Initial pattern in ‘chemotaxis’ preparation (readily soluble solid reagent), 
showing the effects of diffusion of the reagent. See text for details 


It is appropriate to reiterate here some findings reported earlier 
(CLayTon 1955b): Methylene blue suppressed phototaxis at a concen- 
tration of 2-10-4m and aerotaxis at a concentration of 10-3 m; 2,3,5- 
triphenyl tetrazolium chloride suppressed phototaxis and aerotaxis at a 


Aeroraxis 


Chemotaxis 


Dim light | Bright light Dim light Bright light 


Fig. 5. Initial pattern in “chemotaxis” prepa- Fig. 6. Fully developed “‘positive chemotaxis” 
ration (sparingly soluble reagent) showing the pattern with peripheral aerotaxis 


masking of chemotaxis by aerotaxis. See text 


concentration of 10~* m. It is not known whether motility was abolished 
in these cases. The suppression of phototaxis and of aerotaxis could be 
correlated with a suppression of carbon assimilation via photosynthesis 
and respiration, respectively. 


C. Chemotaxis 
During the first few seconds after a readily soluble reagent was 
introduced into a chemotaxis preparation, the rapidly growing pattern 
had, in all cases, the appearance shown in Fig. 4. This pattern was caused 
by the diffusion artefact. The positive aerotaxis which appeared near the 
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edges of the preparation is also shown in Fig. 4. In the case of a poorly 
soluble reagent, the diffusion effect was not noticeable, and an aerotaxis, 
caused by air carried in with the reagent, was sometimes seen (Fig. 5a). 
This disturbing effect vanished after about two minutes; while present it 
could be “‘lifted’’ by illuminating the preparation more brightly (Fig. 5b). 


Table 3. Behavior of Rhodospirillum rubrum in the presence of various reagents, with 
respect to chemotaxis and changes in motility (see text for details) 


Pattern Reagent Effect on motility Chemotaxis 
L-cysteine, homocysteine, 

strong Na malate increased positive 

positive | Na,HPO,, acetylcholine, 

(A) Na ascorbate decreased. ? 
eserine sulfate decr. slightly 2 
methionine no change positive 

moderate Na succinate, NaHCO,, (probably pos. 
positive 3 
(A—B) Na Malonate — toward succin). 
hydroquinone, Na fluoroacetate decreased ? 
NaCl, NaNO,, CaCl,, KCl, 
slight NH,OH - HCl decreased ? 
positive | Na,SO,, NaS,03, Na or K persul- 

(B) fate, Na or K ferricyanide, 

Na or K ferrocyanide — 2 

MeCl,, KCIO,, alanine no change negative 

slight NaNO, decreased negative 

negative ; : 
(B—C) | serine decr. slightly? negative 

glycine — ? 

L-cystine, phenylalanine no change negative 

: histamine o ? (probably neg.) 

negative 

(C) Na,O,, KCN, Na,HPO,, KHSO,, 

curare, 2,3,5-triphenyl tetrazol- 
ium chloride decreased negative 
tetrazolium blue, ethanol decreased negative 
strong phenyl mercuric acetate, Na-p- 
negative chloromercuribenzoate, Na iodo- 
(D) acetate, 2,4-dinitrophenol, qui- 
none, FeCl, abolished negative 
pos. with | glutathione, Na,S, ascorbic acid, 
neg. core, FeSO,, citric acid, KH,PO,, 
indistinct NaHSO, decreased 2 
boundary 
(E) 
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The relatively stationary patterns attained after about one minute fell 
into five major classifications; a typical “positive” pattern is portrayed 
in Fig. 6, together with the usual peripheral aerotaxis. The five major 
types of mature patterns are shown in Fig. 7, where for clarity the 
peripheral aerotaxis and some parts of the apparatus have been omitted. 
In this figure are tabulated the reagents producing the various types of 
pattern (and some ,,hybrid”’ patterns), and a description of any special 
effects which were observed. Taking the motility artefact into account, 
we arrive at the conclusions listed in Table 3. A question mark under 
“chemotaxis” means that an unresolved uncertainty existed because of 
the motility artefact. 


D. Summary of principal results 


The main results of this and earlier investigations (CLayTon 1955b) 
are summarized in Table 4, together with a few remarks which suggest 
generalizations. Effects of ““physiological’’ ions are excluded; their roles 
with regard to taxis did not become clear in these studies. A more careful 
study, such as that of Hatitpat (1957) on the phototaxis of Platymonas 
in the presence of Mg and Ca ions, would be required to elucidate the 
effects of these ions. 


Discussion 


A. Relations between taxis and metabolism 


Efforts to understand the mechanisms involved in taxis in R. rubrum 
have been guided by two facts. 

First, tactic responses and metabolic activities are related: an en- 
vironmental change which elicits a taxis also leads to a decrease in 
metabolic activity. Examples of this correlation are found in the simi- 
larity of action spectra for phototaxis and for photosynthesis (MANTEN 
1948, CLhayTron 1953a), in the parallelism between saturating light 
intensities for these processes (CLAYTON 1953b and 1955b, THomas and 
NiJENHUIS 1950), and in the relation between aerotaxis and metabolism 
(CLayton 1955)b). 

Second, the phototaxis of R. rubrum displays properties classically 
associated with excitable systems such as nerve (CLayToNn 1953c): an 
“‘all-or-none’’ response, accommodation, refractoriness, rhythmicity, 
reciprocity of strength and duration of a liminal stimulus, and summation 
of subliminal stimuli. The behavior in these respects bears a close 
quantitative resemblance to that of nerve. An outstanding charac- 
teristic of nerve is its amplifying ability: a large amount of stored energy 
is released in a response triggered by an energetically small stimulus. One 
may then seek, in R. rubrum, an internal “trigger” which is brought into 
play through an environmental change, and which initiates a process of 
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amplification culminating in a tactic response. In nerve the trigger can 
be a local electric current which depolarizes the axon membrane. By 
analogy, a trigger in R. rubrum might be a local fluctuation in oxidation 


Table 4. Summary of principal results pertaining to taxis in R. rubrum 


Taxis ye pesbonditioelk bc fovaietths Pree el Remarks 
augmenting taxis | inhibiting taxis | abolishing taxis 
Positive | Light Salts of Air: Negative 
photo- simple organic Ferricyanide; | phototaxis 
taxis acids Hydroxylamine is not 
(oxidizable) observed 
substrates 
Positive |Oxygen| Na Malate Cysteine; NaCN; Inhibitors 
aero- Homocysteine;| Glutathione; of aerotaxis 
taxis Na Ascorbate; | Hydroquinone;| are, in general, 
Na Butyrate Na,S reducing 
or Propionate substances 
with no HCO,;) 
moderate 
illumination 
Positive | Cysteine 
ae sevatcbae Reducing substances 
Na Malate 
Negative} Alanine 
chemo- | Phenylalanine | Compare positive chemotaxis with cysteine and 
taxis | Serine homocysteine 
Cystine 
KCIO, 
NaNO, 
Quinone ) Oxidizing substances 
FeCl, 
TTC* 
TB** 
Ethanol ‘**Poisons”’ 
Curare 
2,4-dinitrophenol 
KCN 
Na,0, \ 
Na, HPO, Extremes of px 
KHSO, J 


Phenylmercuric acetate 
p-chloromercuribenzoate 
Na Iodoacetate 


| Thiol inhibitors 


Negative chemotaxis is usually accompanied by a strong inhibition of motility 


* Triphenyl tetrazolium chloride. 
** Tetrazolium blue. 
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potential, caused by the transient accumulation of an oxidizing or re- 
ducing substance. 

Combining the considerations of the last two paragraphs, the author 
was led (CLAYTON 1955b) to the following extension of a more restricted 
hypothesis proposed by MANTEN in 1948: “‘A tactic response of R. rubrum 
is mediated by a transient disturbance which accompanies a decrease in 
the rate of (respiratory plus photosynthetic) metabolism’. The immediate 
problem, then, is to identify a transient internal change which accom- 
panies a tactic response in every case, and which is less pronounced when 
taxis is inhibited and vice versa. Internal changes which are associated 
with the metabolism of R. rubrum can be visualized through a study of 
Fig. 8, which portrays in condensed form the currently accepted pathways 
of photosynthesis and respiration in this organism. In this figure the 
cycle EK = EH, denotes enzyme systems involved in reductions peculiar 
to photosynthesis, especially the fixation of CO, via the pentose cycle. The 
cycle C = CH, represents the entire electron transport system, from the 
dehydrogenase interacting with H,A to the terminal oxidase which 
transfers electrons to O, or to the oxidizing entity (OH). Some parts of 
this system appear to be common to photosynthesis and respiration. 
Substrates (H,O) suitable for one of these processes will serve also in the 
other. The syntheses yielding carbohydrate, lipid, and protein also 
involve pathways common to both modes of metabolism. Among these 
pathways one can expect to find processes of the sort shown in Fig. 8c. 

If we restrict ourselves to pathways common to photosynthesis and 
respiration (as we must, to account for phototaxis and aerotaxis), we 
find two major oxidation-reduction situations. The first of these is 
represented in Fig. 8 as C = CH,; let us see whether taxis can be corre- 
lated with a change in the concentration of C (or of CH,). Phototaxis is a 
response to an abrupt decrease in illumination; such a decrease would 
reduce, at least momentarily, the rate of formation of (OH) and hence 
the concentration of C. Thus phototaxis is correlated with a decrease in C 
(or an increase in CH,): 

Phototaxis ~ Decrease in illumination ~ Decrease in flux of (OH) ~ 
Decrease in C. 

Similarly, for the positive aerotaxis in darkness, which is a response to 
a decrease in oxygen tension: 

Aerotaxis ~ Decrease in O, ~ Decrease in C. 

For the positive chemotaxis toward reducing substances, and especially 
toward H-donor substrates (““H,A”’ in Fig. 8) such as malate, we must 
write: 

Chemotaxis ~ Decrease in reducing agent or H-donor ~ Increase in C. 
Thus taxis cannot be correlated with a change in the level of oxidation 
in the electron-transport system. It is also difficult to understand, in 
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these terms, the negative aerotaxis in the light and the negative chemo- 
taxis toward extremes of px and toward miscellaneous poisons. 

Having ruled out the system C = CH,, let us examine the second 
generalized oxidation-reduction system which is common to respiration 


oa € c 2) Cie 
(OH) CH, A 


\ 
\ 
\ 
\ 


Syntheses 
Yielding 
Carbohyorare, 


\ Lipid, Protein, etc. 
i\ 
Ay ~~rH0 aa Ho 0 
H 
I 
/ 
/ : 
/ EH C05 or/ts equivalent 
j (May be derived from H)A—>A) 
(H / 
E “Tr0se’, efc. 


H,A = Organic H-Donor substrate: Malate, Acetate, etc. (OH) = Hypothetical oxidizing entity 
arising from photolysis of H,O. (H) = Hypothetical reducing entity arising from photolysis of H,O. 


a) Photosynthesis 


Hy c HA Syntheses 
Se i) ( Nelding 
Carbohyorare, 
Oy CH A 


Lipid, Protein, etc. 


C05 , ere. trom iy 
Hp AA 


b) Respiration 


E' Reduction 
Loca/ Essentio/ 
Reducing yoa 
Influence cy Syathetic 
2 


Process 


c) Example of an oxidation-reduction cycle common to the anabolic pathways of photosynthesis 
and respiration 


Fig. 8. Outline of metabolic pathways in Rhodospirillum rubrum (see text) 


and photosynthesis: E’ = E’H, in Fig. 8. The effects of oxygen and of 
illumination upon the concentrations of E’ and E’H, are more difficult 
to predict, but the following relationships are likely to prevail: 


Phototaxis ~ Decrease in illumination ~ Decrease in flux of (H) ~ 
Decrease in E’ Hy. 
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Positive aerotaxis (dark) ~ Decrease in O, ~ Increase in B' Hy. 

Negative chemotaxis ~ Increase in various poisons and “unphysio- 
logical’ conditions ~ Various effects on E'H,. 

This sort of correlation, then, also seems unsatisfactory. 

Another possibility is to correlate a tactic response with a decrease in 
the rate of turnover of a process such as that shown in Fig. 8c, and hence 
with a decrease in the concentration of a compound which is synthesized 
as a result of such activity. To speak in general terms, one might associate 
a tactic response with a decrease in the rate of anabolic activity, or 
alternatively with a decrease in the rate at which energy-rich substances 
are synthesized. It should be kept in mind that a positive taxis toward 
some agent is a response elicited by a decrease in the strength of the agent. 
To correlate a tactic response with a decrease in the rate of a synthesis is 
the same as to say, “‘a pattern of positive taxis is aroused by an agent 
which accelerates the synthesis, and vice versa’’. 

Through this sort of correlation, most of our observations can be 
understood: positive phototaxis (light permits photosynthesis), positive 
aerotaxis in darknes (air permits syntheses through respiration), and the 
augmentation of these by substrates such as malate. Similarly we 
understand the positive chemotaxis toward malate, and the negative 
chemotaxis toward poisons and extremes of px. The abolition of aerotaxis 
by cyanide (which suppresses respiration) is to be expected, as is the 
abolition of phototaxis by hydroxylamine, which suppresses photo- 
synthesis. 

If the rate of our hypothetical synthesis is maximal in the presence of 
air, it will not be influenced further by fluctuations of light intensity. Thus 
the suppression of phototaxis by air is understandable. Conversely, if 
moderate illumination permits a synthesis whose rate is maximal and 
independent of oxygen tension, one can understand the suppression of 
positive aerotaxis by light. 

The negative aerotaxis in bright light can best be understood as a 
chemotaxis toward intracellular products of photosensitized oxidations. 
This view is supported by the experiments of MerzneEr (1920), who found 
that the colorless Spirillum volutans becomes negatively phototactic 
when impregnated with eosin. 

Thiol inhibitors were found to be especially powerful in eliciting 
negative chemotaxis. This would indicate that the synthesis associated 
with taxis, or the activity of the system synthesized, requires the 
cooperation of sulfhydryl groups. The broad identification of oxidizing 
agents as negative chemotactica, and of reducing agents as positive 
chemotactica, can then be understood in terms of oxidation or protection 
of SH-groups. In particular, the strong positive chemotaxis toward 
cysteine and homocysteine is to be expected. 
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Thus the bulk of the data summarized in Table 4 are consistent with 
the following hypothesis: 


Taxis in the purple bacteria is mediated through the development of an 
excitatory state which is transmitted to the locomotor areas, causing a 
coordinated motor response. The development of excitation is triggered by 
a decrease in the concentration of a compound whose rate of synthesis 
parallels the rates of anabolic activities which support growth. The synthesis 
or the activity of this compound requires the cooperation of sulfhydryl 
groups. 

The few remaining observations listed in Table 4, which we have not 
discussed in this section, neither support nor contradict this hypothesis. 


B. The hypothesis of Links (1955) 


The evolution of the foregoing hypothesis has been guided in part by 
the tacit assumption that in taxis, as in other examples of excitability, 
an enormous amplification of energy stands between the stimulus and the 
response. This appears not to be true, as the following calculations show : 


The “‘zero threshold”’ illumination! for phototaxis in R. rubrum is about five 
quanta per square micron per second, at a wave length of 890 my (CLAYTON 1953); 
this wave length corresponds to the “‘bacteriochlorophyll peak’’ in the action 
spectrum for phototaxis. This intensity affords a rather sluggish motility; about 
0.01 mm/sec. The cross-section of an average cell 
is about 20 square microns; at 890 mu about 30% 
a i of the light incident on a single specimen of R. rubrum 

Before impact is absorbed (DuysEns 1952). Thus about 30 quanta 
are absorbed per second by one cell at the “zero 
threshold” intensity; the corresponding energy is 


Vv 0.6 < 10-1/ erg/sec. The energy expended by a cell 
e——~* in swimming can be estimated, using Stokes’ 
(m +/) formula for the viscous force opposing the movement 

After inelastic collision of a sphere: f = 6 xy rv, where v is the speed of 


the sphere, r is its radius, and 7 is the coefficient 
of viscosity of the medium. Using r = 2 microns 
(a conservative value, to allow for the non-spherical 
shape), » = 0.01 mm/sec, and 1 = 1 centipoise or 0.01 cgs units, the rate of doing 
work, fv, is 0.4 x 10-!°/ erg/sec. Thus our rough calculations give concordant orders 
of magnitude for the influx and expenditure of energy. 

The energy expended in a tactic response, over and above that required simply 
to maintain motility, can be estimated conservatively by computing the loss of 
energy in an inelastic collision which is sufficient to reverse the direction of motion 
of the cell without altering its speed (Fig. 9). If the cell is of mass m and speed v, and 
the particle delivering the impact is of mass M, the loss of energy is 2 mv? (1 + m/M). 
Making the conservative choice m = 1000 M (perhaps the appropriate ratio is that 


Fig. 9. Explanation in text 


* Zero threshold is defined as the light intensity which is barely distinguished 


from total darkness, as judged by the occurrence of a tactic response when the light 
is suddenly replaced by darkness. 
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of the masses of cell body and flagella), we calculate, for a cell of mass m = 30 Soe 
grams (corresponding to a volume of 30 3) and speed v = 0.01 mm/sec, a loss of 
energy amounting to 0.6 x 10-8 erg. The energy of one quantum at wave length 
890 mu is 2x 10-“ erg. Thus a single quantum of light, the least amount which 
could be involved in initiating a phototactic response, contains much more energy 


than is expended in the response. Clearly, an amplifying mechanism is not necessary 
on energetic grounds. 


Having dismissed the need for an amplifier, we might ask ourselves 
whether the complicated system expressed in our hypothesis need be 
invoked. A simpler possibility then comes to mind: that a tactic response 
is related to a decrease in the rate at which energy is made available to 
the locomotor apparatus of the cell. In other words, the trigger for taxis 
might be an abrupt decrease in the concentration of ATP (or an equi- 
valent substance) in the locomotor area. This view is made plausible 
by the experiments of Horrman-BERLING (1955), which reveal that the 
coordinated movement of a flagellum, involving alternate contraction 
and relaxation in its fibrils, can be regulated simply by the steady-state 
concentration of ATP in the flagellum: Flagella of spermatozoa and 
trypanosomes, extracted with glycerol-water, undulate in the presence of 
ATP; the frequency of undulation rises with the concentration of ATP. 
This behaviour is displayed by pieces of flagella, bereft of external 
membranes. 

The better to evaluate this simpler hypothesis, we shall insert here a 
brief review (which can be omitted by the reader who desires less detail 
and greater continuity) of our state of knowledge regarding the physiology 
of bacterial flagella. 


The external contours of bacterial flagella suggest the structure of a double helix 
(De Rosertis and Francut 1951; Lasaw and Mosuey 1954). Flagella appear to be 
composed of protein fibrils, similar to myosin (WEIBULL 1951; AsTBURY et al. 1955), 
surrounded by a membranous sheath (De Roperris and FRanout 1951). The 
amounts of phosphate and carbohydrate in bacterial flagella are small (WEIBULL 
1951). While the flagella of algae and fungi have been found to exhibit an arrange- 
ment, suggestive of an electric commutator, in which nine fibrils surround two 
others (Manton et al. 1952), no such organization has been seen in bacterial flagella 
(BRAUN 1956). 

The preponderance of evidence suggests that adenosine triphosphate is the 
immediate source of energy for the contraction of flagellar fibrils as well as of 
myosin. This view is expressed unequivocally by WEBER (1955), although some 
evidence to the contrary, based on a failure to detect ATP slitting immediately after 
the contraction of muscle, has been presented by FLECKENSTEIN et al. (1954) and 
by Mommazrts (1954). These negative findings have been discussed by Szenr- 
Gyoreyr (1955). Larpy, Hansen and Purtiies (1945) report that motility and 
ATP synthesis in bull spermatozoa can be coupled either with respiration or with 
glycolysis. TrpBs (1957) has measured the rate of splitting of ATP in suspensions of 
Polytoma flagella; he reports that the ATP which exists naturally in the flagella is 
cleaved rapidly enough to provide energy at a rate about fifteen times that required 
for motility. 
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The involvement of sulfhydryl groups in the ATP-induced contraction of muscle, 
the suppression of muscular contraction by thiol inhibitors, and the removal of this 
inhibition by sulfhydryl compounds have been observed many times: see BaRRON 
and SINGER 1945, Bartey and Perry 1947, and HorrMaNnn-BERLING 1954, among 
other. The most powerful inhibitors are mercaptide-forming agents such as phenyl 
mercuric acetate; cysteine and dithiopropanol (BAL) are excellent reactivating 
agents. De Ropertis and PELurro (1951) 
have observed that the motility of Proteus 
vulgaris is enhanced by ATP and inhibited 
by thiol inhibitors; the inhibition is 
removed by cysteine and glutathione. 
Hayasur (1955) reports that the ATP- 
induced contraction of myosin is inhibited 
by oxidized ascorbic acid, the inhibition 
being reversed by reduced ascorbic acid 
and by cysteine. He suggests that contrac- 
tion could be regulated in vivo by redox 
systems. 


Fig. 10 Fig. 11 


Fig. 10. Movements of spirilla, showing reversal of swimming and of flagellar orientation, as described 
by BUDER (1915) and by METzNER (1920) 


Fig. 11. Mechanical system which simulates the ‘‘Uberschnappung” of a flagellum. a Position of rod, 

pivoted at p, is maintained by springs A, B, and C. b “Uberschnappung”’: Spring C (not shown) 

relaxes temporarly; rod changes position under the influence of Spring A. ¢ Spring C recover its 
tension in time to hold rod in new position of equilibrium 


The movements of flagella during the swimming and taxes of spirilla, as des- 
cribed by Buper (1915) and by Mrrzner (1920), are portrayed in Fig. 10. The 
change in orientation of the flagella, leading to a reversal of swimming direction, is 
described by BupmR as an Uberschnappung. While it is premature to formulate 
a mechanism whereby a transient decrease in the contractile activity of flagella can 
lead to a tactic response, it is perhaps worth while to point out that a suitable model 
can easily be conceived. Such a model, demonstrating the Uberschnappung of 
a rod held by springs, is illustrated in Fig. 11. The rod, pivoted at P, snaps over 
during a temporary failure of spring ‘‘C”’. 
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In the light of the foregoing paragraphs, our simpler hypothesis 
(association of taxis with a decrease in the supply of energy to the 
locomotor system) seems attractive. Being a more concrete variant of the 
hypothesis expressed in the previous section, it is equally successful in 
accounting for the data of Table 4. Moreover, the special role of thiol 
inhibitors and sulfhydryl compounds in taxis fits nicely with the im- 
portance of these substances in the contraction of fibrous proteins. 

The earliest expression of this hypothesis can be accredited to Lrnxs 
(1955) who wrote: “Any substance or condition which can suddenly 
and reversibly increase the quantity (or consumption) of the energy-sup- 
plying substance in the motor apparatus can exercise a chemotactic 
(phototactic, osmotactic, thermotactic, respectively) ‘attraction’ on a 
phobotactic organism (chemo, photo, osmo, or thermo) in an experimental 
construction suitable for this ees The energy-supplying substance 
is probably adenosine triphosphate.”’ 

Henceforth we shall refer to this hypothesis as sh Linxs Hypothesis, 
while the less specific hypothesis enunciated in the closing paragraphs of 
the last section (Discussion; Section A, p. 206) will be termed the CLayTon 
Hypothesis. 


C. The hypotheses of Links and Clayton; a critique 


The Links Hypothesis has the virtue of simplicity; the mechanism for 
taxis is restricted to the system “ATP—flagellar protein”’, or tosomething 
comparable. This simplification has two important consequences: 


1. Taxis and motility are linked, in the sense that an agent inducing 
positive taxis should tend to augment motility, while an agent inducing 
negative taxis should inhibit motility. 

2. The existence of a central agency for the coordination of a tactic 
response is denied; the mechanism is held to be strictly peripheral. If the 
term ‘‘motor apparatus” in the Lryxs Hypothesis is taken to include a 
central coordinating agency, the simplicity is lost and the hypotheses of 
Lryxs and Crayton become effectively identical. 

The first of these two consequences seems to be in harmony with our 
data; agents eliciting negative chemotaxis were usually found to suppress 
motility, while those causing positive taxes (including light and air) 
tended to enhance motility. Our experimental situation was such, 
however, that results supporting the Links Hypothesis were automati- 
cally selected. An appearance of positive chemotaxis coupled with an 
inhibition of motility was disregarded, because the positive pattern could 
have arisen through the motility artefact. It is in just such a case that a 
contradiction of the Lrixxs Hypothesis might have been found. A system- 
atic exploration of the relation between taxis and changes in motility, 
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in which the responses of individual cells are observed, should provide 
convincing support or contradiction of the Links Hypothesis. 

Some experiments with ATP and ADP! were inconclusive. These 
substances induce positive chemotaxis; they also suppress phototaxis and 
aerotaxis, suggesting that in their presence the supply of ATP to the 
locomotor apparatus is maximal and independent of changes in illu- 
mination or oxygen tension. However, the sluggish movement of cells in 
very dim light, in the absence of air, is not accelerated by ATP or ADP. 

The sesond consequence of the Links Hypothesis, that taxis is mediated 
peripherally, meets with some difficulty: There is evidence that in bipo- 
larly flagellated Spirilla the motor activities at both ends of the cell are 
coordinated, as if by a central agency. The simultaneous Uberschnap- 
pung of anterior and posterior flagella described by BupeEr (1915) 
suggests central control. MeTZzNER (1920) has found that in some cases 
the anterior flagella will snap over and the posterior ones will fail to do so. 
When this happens the bacterium is “‘stuck’’, its flagella working against 
one another. A close examination of these “stuck’’ cells revealed to 
METZNER that the flagella at both ends rotated in the same sense: either 
clockwise or counterclockwise. From time to time, in perfect synchrony, 
they reversed their sense of rotation. Here we have definite evidence for a 
central coordination of the activities of flagella. 

Another line of evidence is found in the effects of drugs on motility. 
Substances which have conspicuous effects on the nervous systems of 
higher animals induce suggestive activities in R. rubrum (see Tables 2c 
and d). For example, adrenaline causes hyperactivity, while curare and 
lysergic acid induce erratic swimming: frequent reversals and alterations 
in course and speed. 

Finally, the close correspondence between the quantitative aspects of 
nerve excitation and bacterial phototaxis (CLAYTON 1953c) is suggestive 
of central coordination. 

From these considerations it appears that the attractively simple and 
explicit Lryks Hypothesis may be an oversimplification. Our obser- 
vations in the field of taxis are in equally good agreement with the 
Links Hypothesis and with the more conservative and less concrete 
Crayton Hypothesis. At this point it is probably desirable to use both, 
concurrently, as working hypotheses. 


Summary 


Resting suspensions of Rhodospirillum rubrum exhibit a positive 
chemotaxis toward sulfhydryl compounds, ATP, ADP, and oxidizable 
organic substrates such as malate and yeast extract. 


' R. rubrum contains myokinase; see OLIVER and PEEL (1956). 
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A negative chemotaxis is induced by various oxidizing substances, 
extremes of pu, and poisons (especially thiol inhibitors). 


Positive aerotaxis, displayed in the dark, is inhibited by reducing 
substances and reversed by strong illumination. 


Positive aerotaxis and phototaxis are augmented by organic compounds 
which serve as metabolic substrates; they are suppressed by ADP and 
ATP. Positive aerotaxis is suppressed by moderate illumination; photo- 
taxis is suppressed by air. 


These effects are discussed in terms of the hypothesis of Lrnxs that 
tactic responses are associated with a decrease in the energy available to 
the locomotor apparatus. A correlation of taxis with the level of oxidation 
of the electron transport system (cytochromes, etc.) fails. The possibility 
is discussed that taxis and motility are governed by a central, nerve-like 
coordinating system. An hypothesis similar to that of Links but em- 
bracing the possibility of central coordination of taxis is offered. 
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Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang von 
im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 
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dem Fachschriftentum schlieBt. Wer sich als Physiker, Chemiker oder Metallkundler mit 


Roéntgenuntersuchungen beschaftigt, wird in den Tabellen und den Formelsammlungen 


fiir alle Aufgaben eine unentbehrliche Unterstiitzung finden. 


a eS a a a 


SPRINGER-VERLAG / BERLIN: GOTTINGEN - HEIDELBERG 


Handbuch der Pflanzenphysiologie 
Encyclopedia of Plant Physiology 


Herausgegeben von W. Ruhland, Unterdeufstetten, in Gemeinschaft mit E. Ashby, 
Belfast, J. Bonner, Pasadena, M. Geiger-Huber, Basel, W. O. James, Oxford, 
A. Lang, Los Angeles, D. Miiller, Kopenhagen, M. G. Stalfelt, Stockholm. In Z 
18 Banden. Jeder Band ist einzeln kauflich. . 


Soeben erschien: 


9. Band: 


Der Stoffwechsel ee : | 
der schwefel- und phosphorhaltigen Verbindungen 


The metabolism 
of sulfur- and phosphorus-containing compounds 


Bearbeitet von H. G. Albaum, B. Axelrod, R. 8. Bandurski, Th. Bersin, 
K. Hasse, A. Kjer, J.A.Lovern, B.J.D.Meeuse, J.R.P. O’Brien, W.Schwartz, 

P. Schwarze, Te May Ching, M. D. Thomas, W. W. Umbreit, J. M. Wiame. 
Redigiert von P. Schwarze, Kéln-Vogelsang. Mit 30 Abbildungen. X, 306 Seiten 
Gr.-8°. 1958. Ganzleinen DM 88,— 
Bei V erpflichtung zur Abnahme des gesamten Handbuches 


Subskriptionspreis Ganzleinen DM 70,40 


Inhaltsiibersicht: I. Eintiihrende Bemerkungen. — II. Der Stoffwechsel der — 
S-haltigen Verbindungen. A. Ubersicht. B. Der Anteil der S-haltigen Verbindungen am_ 
Stoffwechsel. C. Assimilation of sulfur and physiology of essential S-compounds. 

_ D. Secondary organic sulfur-compounds of plants (Thiols, sulfides, sulfonium derivatives, 
sulfoxides, sulfones and isothiocyanates). E. Die Schwefelspezialisten unter den Mikro- 
organismen. F, Le cycle du soufre dans la nature. — TI. Der Stoffwechsel der P-haltigen 
Verbindungen. A. Ubersicht. B. Accumulation de lacide phosphorique (phytine, polys 
phosphates). C. The phosphatides. D. The phosphoric acid esters in carbohydrate 
metabolism. E. P-haltige Coenzyme. F, Transphosphorylation (phosphotransferases, 
mutases and kinases). G. The role of the phosphates in energy transfer (adenosine 
phosphates). — Jeder Beitrag enthalt ein Literaturverzeichnis. — Namenverzeichnis. — 
Author Index. — Sachverzeichnis (Deutsch-Englisch). — Subject Index (English- 
German). , 


SPRINGER-VERLAG/BERLIN-GOTTINGEN-HEIDELBERG 


Berlin - Géttingen + Heidelberg. — Druck: Wiesbadener Graphische Betriebe GmbH, — Printed in ermany 


Verantwortlich fiir den Anzeigenteil: Giinter Holtz, Berlin W 35, Reichpietschufer 20, — Springer-Verlag 


